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1 Einleitung 1

1 Einleitung

Das maligne Melanom ist ein hochgradig invasiv-maligner Tumor, der von den Melanozyten
als den pigmentbildenden Zellen der Haut ausgeht. Die zu einem malignen Melanom
mutierten Pigmentzellen machen etwa 1-2 % der epidermalen Hautzellen aus und sind dabei
zumeist im S#atum basale der Haut lokalisiert. Sie finden sich aber auch in der Schleimhaut,
der Konjunktiva und Uvea der Augen oder den Meningen. Melanozyten sind Wanderzellen,
die wihrend der Ontogenese von der Neuralleiste zu den Orten wandern, in denen Melanin
gebildet wird. Sie wachsen dabei nicht im Verbund als Gewebe und bilden keine
zwischenzelligen Kontaktstrukturen. Entartete Tumorzellen dieser Entitit behalten diese
biologischen Eigenschaften, womit man die fiir das Melanom charakteristische frihzeitige
lymphogene Einschwemmung erkliren konnte (Plewig und Braun-Falco 2015). Bei der
Tumorbildung und Metastasierung behalten die Melanomzellen in der Regel auch ihre starke

Pigmentierung, es sind allerdings auch amelanotische Tumore bekannt (Garbe et al. 2007).

Das maligne Melanom gilt als hochaggressiv, was maf3geblich nicht auf die lokale Invasivitit
zuriickzufiihren ist, sondern auf die oft frithzeitige und starke himato- und lymphogene

Metastasierung selbst bei kleinen Tumoren.
1.1  Inzidenz und Epidemiologie des malignen Melanoms

Die weltweite Inzidenz des malignen Melanoms ist in den vergangenen Dekaden stark
gestiegen und erhoht sich stirker als bei allen anderen Krebsarten (Ali et al. 2013). 2018
erkrankten etwa 280.000 Menschen am malignen Melanom, wodurch es weltweit auf Rang
19 im Ranking der Neuerkrankungen aller Krebsentititen liegt. Die weltweite Inzidenz liegt
bei etwa 2,8-3,1 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner jihrlich, sie variiert dabei aber
stark zwischen den Lindern: So lag sie 2018 in Australien bei 33,6 Neuerkrankungen pro
100.000 Einwohner, wihrend Linder Sudostasiens und Afrikas weniger als 0,4

Neuerkrankungen pro 100.000 Bewohner verzeichneten.

In Deutschland lag die Inzidenz 2018 bei 21,3 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner.
Damit lag diese Krebserkrankung auf Rang 6 der haufigsten Tumorentititen in Deutschland
(Bray et al. 2020). Frauen sind hdufiger betroffen als Minner. Das mittlere Erkrankungsalter
bei Minnern liegt bei 67 Jahren und bei Frauen bei 60 Jahren. Bei keinem anderen soliden
Tumor werden dhnlich hohe Anstiege der Inzidenz beschrieben (Robert Koch Institut 2017).

Fir die nichste Dekade wird weiterhin eine steigende Inzidenz fir Europa prognostiziert
(Whiteman et al. 2016).

Fir die hohe Inzidenz in Deutschland gibt es unterschiedliche Griinde. So haben etwa die

Pigmentierung bzw. der Hauttyp einen signifikanten Einfluss. Die Mehrheit der Bevolkerung



1 Einleitung 2

in Deutschland ist hellhautig. Ein hellhautiger Mensch reagiert sensitiver auf UV -Strahlung
als ein dunkelhdutiger Mensch und hat damit ein erhéhtes Risiko an Hautkrebs zu erkranken
(Rees 2003). Aullerdem erhoht sich die Exposition der Bevolkerung gegeniiber UV-Licht.
Ein tber die Jahre verdndertes Risikoverhalten in der Freizeit und im Utlaub, eine
Verschiebung des Schonheitsideals hin zu einem sonnengebriunten Hautteint, aber auch
Verinderungen des Klimas spielen hier eine zentrale Rolle (Bentham und Aase 1996). Die
Mehrheit der Melanome entsteht auf sporadisch exponierten Stellen wie Ricken oder
Waden. Deshalb kann man annehmen, dass nicht die Dauer der Exposition, sondern eher
die Intensitit der entscheidende Risikofaktor ist. Im besonderen Mal3e erhoht sich das Risiko
einer Erkrankung bei hiufiger vorkommenden Sonnenbrinden im Kindes- und Jugendalter
(Nelemans et al. 1993). Unabhingig vom Phinotyp und der Ethnie werden auch weitere
genetische Faktoren diskutiert, wie zum Beispiel eine erhéhte Anzahl von Naevi (Garbe et
al. 1994; Gandini et al. 2005). Dariiber hinaus kann man feststellen, dass die Inzidenz fir
Tumore mit geringer Tumordicke stark zunimmt, wihrend die Inzidenz fiir Tumore mit
hoher Tumordicke stagniert oder nur leicht ansteigt. Dies ist auf ein besseres Screening und

eine verbesserte Aufklirung zuriickzufithren (Lipsker et al. 2007).

1.2 Klassifikation des malignen Melanoms

Das maligne Melanom lisst sich in vier Subtypen und weitere Unterformen einteilen (siche
Tabelle 1). Bei der Klassifizierung handelt es sich vorwiegend um eine Einteilung anhand des
Wachstumsverhaltens und histologischer Parameter, wie etwa der Verteilung der
Melanozyten in der frithen Wachstumsphase. Dabei weisen das superfiziell spreitende, das
Lentigo maligna und das akrolentiginése Melanom zunichst ein horizontales Wachstum auf,

wihrend die nodulire Entitit primar vertikal wachst.

Das superfiziell spreitende Melanom (SSM) ist der am héufigsten vorkommende Subtyp des
malignen Melanoms. Das SSM weist ein primir horizontales (radiales) Wachstumsmuster
auf, wichst als Makula und entwickelt sich langsam zu einer Plaque, oft mit variierendem
Colorit und hellen regressiven Arealen (Garbe et al. 2007). Das SSM geht haufig aus einem
dysplastischen Nivus hervor. Histologisch charakteristisch sind zytoplasma-reiche, in
Nestern gelegene oder pagetoid verteilte Melanomzellen. Die am hiufigsten betroffenen
Korperstellen sind die unteren Extremititen bei Frauen und der obere Riicken bei Minnern
(Schultz und Schuler 2005).

Das nodulire Melanom (NM) ist das zweithdufigste Melanom. Es weist eine hohe
Aggressivitit und bereits in der frithen Entstehung ein knotiges vertikales Wachstumsmuster
auf, sodass die Prognose meist schlechter ist als beim SSM oder LMM. Meist hat diese
Unterform eine homogene schwarze Farbe, sie kann allerdings bei der amelanotischen Form
auch hautfarben oder r6tlich sein (Schultz und Schuler 2005). Wegen der vertikalen

Wachstumsrichtung kommt es zu einer frithzeitigen Metastasierung.
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Das Lentigo-maligna-Melanom (LMM) ist eine hiufig im Gesicht auftretende Unterform. Das
LMM entwickelt sich dabei aus einer Lentigo maligna, was einem Melanoma 77 situ entspricht.
In der frithen Wachstumsphase zeigt sich ein radiales Wachstum. Dabei kann die Lentigo
maligna Gber Jahre bis Jahrzehnte als dunkles Pigmentmal imponieren, bevor es zu invasivem

Wachstum und Ulzeration kommt (Schultz und Schuler 2005).

Das akrolentiginése Melanom (ALM) tritt vorwiegend palmar oder plantar auf, kann aber

auch sub- oder periungual vorkommen. Klinisch dhnelt es dem LMM.

Zu den Subformen zihlen das Schleimhautmelanom, aber auch das Netzhautmelanom und

das Hirnhautmelanom.

Tabelle 1: Klinisch-histologische = Subtypen kutaner maligner Melanome im
deutschsprachigen Raum (n = 30015) nach Daten des Zentralregisters malignes Melanom
(Garbe et al. 1995)

Typ Abkiirzung Anteil (%)
Superfiziell spreitendes Melanom SSM 57,4
Nodulires Melanom NM 214
Lentigo-maligna-Melanom LMM 8,8
Akrolentigindses Melanom ALM 4,0

Nicht klassifizierbares Melanom UCM 3,5

1.3  Diagnostik und Staging beim malignen Melanom

Die klinische Diagnostik beinhaltet ein ausfithrliches Anamnesegesprich mit einem Fokus
auf Risikofaktoren, Befundbeschreibung und den zeitlichen Verlauf. AuBerdem wird eine
Ganzkorperinspektion durchgefiithrt. Bei Patienten mit einer hohen Anzahl an Naevi kann
cine wiederholte Ganzkorperfotografie von Vorteil sein, um Verinderungen der Haut
leichter erkennen zu kénnen. Um klinisch zu bestimmen, ob es sich um eine maligne Lision
handelt, kann man die ABCDE-Regel verwenden. Die ABCDE-Regel umfasst die Kriterien
Asymmetrie, irregulire Begrenzung, unterschiedliche Farbténe (Colorit), Durchmesser > 0,5
cm, sowie eine Zunahme der Erhabenheit. Erginzend koénnen verdichtige Lidsionen
dermatoskopisch mit dem Auflichtmikroskop untersucht werden. Dabei koénnen bei
zehnfacher Vergroflerung Strukturen von der Epidermis bis zur papilliren Dermis betrachtet
werden (Pehamberger et al. 1987). Wenn zwei oder mehr der oben genannten Kriterien
zutreffen, dann festigt sich der Verdacht eines malignen Prozesses, sodass die Exzision und
eine histologische Untersuchung der Hautverinderung empfohlen werden. Dabei sollte die
Lision 7 toto entfernt und auch das umgebende Weichgewebe sollte histologisch begutachtet

werden.
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Das Staging des malignen Melanoms erfolgt nach den Kriterien des AJCC (Awmerican Joint
Committee on Cancer), das 2017 eine uberarbeitete TNM-Klassifikation veroffentlicht hat
(Gershenwald et al. 2017). Dabei wird das Melanom anhand verschiedener histologischer
Parameter klassifiziert und prognostisch eingeordnet. Fur die Klassifikation relevante
Parameter sind die Dicke des Primartumors, die Ulzeration, das Vorhandensein und Ausmal3
der Metastasierung in die regiondren Lymphknoten, das Vorhandensein von Mikrosatellit-,
Satellit- oder In-Transit-Metastasen (Stage I1I) und das Vorhandensein und die Lokalisation

von Fernmetastasen zusammen mit dem Blutserumwert der Lactatdehydrogenase (Stage IV).

Beim Staging erfolgt zunichst die pathohistologische Einordnung des Tumors, also die T-
Klassifikation. Die Tumordicke nach Breslow wird histologisch mit einem okularen
Mikrometer bestimmt und bezeichnet die Invasionsstrecke, die die Tumorzellen
zuriickgelegt haben. Sie umfasst die Strecke vom St#ratum granulosum bis zur tiefsten Invasion
in Millimeter (Hengge und Ruzicka 2006). Die Ulzeration des Primirtumors wird durch die
vom Tumorwachstum unterbrochene Epidermis und die damit assoziierte entziindliche
Reaktion bestimmt. Die Ermittlung des Clark-Levels, einer weiteren Charakterisierung der
Eindringtiefe, ist fiir die aktuelle Einteilung nach AJCC nicht mehr relevant (Pflugfelder et
al. 2013). Auch die Mitoserate, die als die Anzahl der Mitosen pro mm” im invasiven Anteil
des Tumors definiert wird und von 2009 bis 2017 in die TNM-Klassifikation einbezogen
wurde, wird in der aktuellen Version des AJCC nicht mehr zur Einordnung verwendet. Die

T-Klassifikation beim Melanom wird in Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 2: T-Klassifikation beim malignen Melanom nach Gershenwald et al. 2017

T-Klassifikation  Tumordicke Weitere prognostisch relevante Parameter

(nach Breslow)

Tis Melanoma 7n-sitn, keine Tumotrinvasion
Tx Keine Angabe Stadium nicht bestimmbar
T a: < 0,8 mm ohne Ulzeration

b: 0,8 mm mit Ulzeration

>0.8-1.0 mm  mit/ohne Ulzeration

T a: > 1,0-2,0 mm ohne Ulzeration
b: > 1,0-2,0 mm mit Ulzeration
T a: > 2,0-4,0 mm ohne Ulzeration
b: > 2,0-4,0 mm mit Ulzeration

T, a:>40mm ohne Ulzeration

b: > 4,0 mm mit Ulzeration
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Bei einer T-Klassifikation T4y, T, , T5 oder T, sollte eine Sentinel-Lymphknoten-Biopsie als
weitere Staging-MaBBnahme durchgefiihrt werden (Gershenwald et al. 1999). Der Sentinel-
Lymphknoten (SLK), der auch als Wichterlymphknoten bezeichnet wird, ist der
drainierende Lymphknoten einer mit einem malignen Melanom erkrankten Hautregion. Zur
Detektion des SLK wird eine radioaktive Tracersubstanz in die Umgebung der
Exzisionsstelle injiziert und mit einer Gammakamera verfolgt. Nach der Anreicherung im
SLK kann der Lymphknoten markiert und dann durch einen Chirurgen entfernt werden
(Morton et al. 1992). Die histologische Aufarbeitung des SLK erfolgt durch eine HE-
Firbung und eine immunhistochemische Firbung, wobei hier die gebriuchlichsten Marker
HMB45, S100B und MelanA/MART-1 sind. Bei einem positiven Befund wird die
Beteiligung aller regioniren Lymphknoten ermittelt und klassifiziert, wie es in Tabelle 3
dargestellt wird. Im Rahmen der N-Klassifikation wird zwischen klinisch okkulten und
klinisch detektierten Lymphknoten unterschieden. Erstere sind klinisch unauffillig und
kénnen nur histologisch durch die Biopsie diagnostiziert werden. Letztere lassen sich durch
klinische, rontgenologische oder sonografische Verfahren diagnostizieren. Dennoch wird

auch in diesen Fillen meist eine Biopsie durchgefiihrt.

Tabelle 3: N-Klassifikation beim malignen Melanom nach Gershenwald et al. 2017

N- Zahl metastatisch Ausmal} der Lymphknoten-Metastasierung In-transit-,
Klassifikation befallener Satellit- oder
Lymphknoten (LK) Mikrosatellit-
metastase(n)
Nx LK nicht befundet nein
No Keine LK betroffen nein
Ny a: ein LK mikroskopisch, klinisch okkult (SLK-Biopsie) nein
b: ein LK makroskopisch, klinisch detektiert nein
c: kein LK / ja
N2 a: zwei oder drei LI mikroskopisch, klinisch okkult (SLK-Biopsie) nein

b: zwei oder drei LK mind. ein LK makroskopisch, klinisch detektiert —nein
c: ein LK mikroskopisch oder makroskopisch ja
N; a: vier LK oder mehr  mikroskopisch, klinisch okkult (SLK-Biopsie) nein

b: vier LK oder mehr  mind. ein LK makroskopisch, klinisch detektiert nein

c: zwei LK oder mehr  mikroskopisch oder makroskopisch ja



1 Einleitung 6

Zum Ausschluss von Fernmetastasen sollten eine Rontgenuntersuchung des Thorax und
eine Sonographie des Abdomens durchgefithrt werden. Auch CT- oder PET-
Untersuchungen des Thorax und des Abdomens, Knochenszintigraphie und MRT- oder CT-
Aufnahmen des Gehirns sind bei einem hohen Metastasierungspotenzial adiquate
diagnostische Optionen. Laborchemisch kénnen im Blutserum die Tumormarker-Proteine
S-100B und MIA bestimmt werden. Des Weiteren sollten fiir eine prognostischen
Einschitzung die Blutserumwerte der Lactatdehydrogenase (LDH) und des C-reaktiven
Proteins (CRP) bestimmt werden (Plewig und Braun-Falco 2015). Fir die M-Klassifikation
relevant sind das Vorhandensein von Metastasen, deren Lokalisation und der LDH-Wert im

Blutserum, wie es in Tabelle 4 dargestellt wird.

Tabelle 4: M-Klassifikation beim malignen Melanom nach Gershenwald et al. 2017

M-Klassifikation Art der Fernmetastasierung LDH

M, Keine Fernmetastasen /

Mia 0: Metastasen in Haut, Weichgewebe oder nicht-regionalen normal
Lymphknoten
1: Metastasen in Haut, Weichgewebe oder nicht-regionalen erhoht
Lymphknoten

My, 0: Lungenmetastase(n) mit oder ohne Beteiligung M, normal
1: Lungenmetastase(n) mit oder ohne Beteiligung M, erh6ht

Mie 0: Fernmetastase(n) anderer Lokalisation auler ZNS mit oder  normal

ohne Beteiligung M, oder My,

1: Fernmetastase(n) anderer Lokalisation auBer ZNS mit oder ~ erhoht

ohne Beteiligung M;, oder My,

Mg 0: Fernmetastase(n) im ZNS mit oder ohne Beteiligung M, normal
M1b oder M1C

1: Fernmetastase(n) im ZNS mit oder ohne Beteiligung M, ethGht

M;, oder M.

Anhand der TNM-Klassifikation erfolgt die klinische Stadieneinteilung des Melanoms. Die

unterschiedlichen Stadien werden in Tabelle 5 dargestellt.
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Tabelle 5: Stadieneinteilung des malignen Melanoms nach Gershenwald et al. 2017

Stadium Primértumor (pT) Regionire Lymphknoten- Fernmetastasen (M)

Metastasen (N)

0 Tis No Mo
IA Tha No Mo
Tib No Mo
1B T2 No Mo
IIA Top No Mo
T3 No Mo
11B T3 No Mo
Tha No Mo
11C Tap No Mo
IIIA T'1a/p bis T2, Nia, N2, Mo
111IB To Nib, Nic My
T1a/b bis T2, Nib/e, No Mo
Ton/ T N, bis Nap Mo
I11c To Nob, Nac, Nap, Nac Mo
Tha bis T3, Nac, N34, N3b, Nsc M,
Tsb/ Tsa N >N, Mo
Ta N, bis Noc Mo
111D Tap N3a/b/e Mo
v Alle T, Tis Alle N M,

1.4  Therapie und Prognose beim malignen Melanom

Bei klinischem Verdacht auf ein Melanom sollte die gesamte klinisch sichtbare Lésion mittels
Exzisionsbiopsie unter Berticksichtigung eines Sicherheitsrandes von 2 mm bis in das
Fettgewebe einzeitig entfernt werden. Nach der histologischen Untersuchung und einer
bestitigten Diagnose erfolgt in der Regel eine erneute chirurgische Exzision des bereits

biopsierten Gewebes mit adiquatem Sicherheitsabstand und gleichzeitiger SLK-Biopsie.
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Der Sicherheitsabstand ist dabei von der Tumordicke abhingig und sollte bei Tumoren unter
2 mm Breslowdicke 1 cm betragen, bei Tumoren tber 2 mm Breslowdicke 2 cm. In-situ-
Melanome werden mit 0,5 mm Sicherheitsabstand entfernt. Die chirurgische Therapie ist die

einzige kurative Behandlungsmalinahme des Melanoms (Testori et al. 2019).

Auch Metastasen sollten vor allem chirurgisch reseziert werden. Wenn das Auftreten der
Metastasen nicht mehr chirurgisch kontrollierbar ist, dann kommen verschiedene andere
Verfahren zur Anwendung, wie Immuntherapie, gezielte Krebstherapie (fargeted therapy),
Chemotherapie oder Strahlentherapie. Immuntherapeutisch werden seit einigen Jahren
vielversprechende Mittel erprobt. Dazu zidhlen CTLA4-Inhibitoren (Ipilimumab) oder PDL-
1-Blocker, die durch eine Beeinflussung der Immunreaktion bemerkenswerte Auswirkungen
auf das Uberleben bei Stage 111 und IV Patienten haben (Hodi et al. 2010; Topalian et al.
2014; Coens et al. 2017). Sogenannte BRAF-Inhibitoren, die durch die Blockade einer
Signaltransduktionskaskade die Apoptose von Tumorzellen induzieren kénnen, werden in
den letzten Jahren verstirkt in der gezielten Krebstherapie eingesetzt (Hauschild et al. 2012;

Sosman et al. 2012). Das seit tiber 25 Jahren adjuvant verwendete Interferon o wurde oft

kontrovers diskutiert. Metaanalysen zeigen allerdings, dass Interferon o sowohl das desease-
free survival als auch das overall survival signifikant positiv beeinflusst (Mocellin et al. 2010; Ives
etal. 2017). Chemotherapeutika wie Dacarbazin zeigen bei etwa 10 % der Patienten Wirkung
und sind in der Anwendung drittrangig hinter Immuntherapie und gezielter Krebstherapie
(Patel et al. 2011; Garbe et al. 2016). Bei Patienten mit LMM oder regioniren und
inoperablen Metastasen bzw. palliativ schmerztherapeutisch bei Knochen- oder

Hirnmetastasen kann eine Strahlentherapie adjuvant indiziert sein (Testori et al. 2009).

Die histologischen Merkmale des primidren Melanoms, wie die Tumordicke, die mitotische
Rate und die Ulzeration, sind wichtige Eckdaten fir die Prognose. Die 10-Jahres-
Uberlebensrate betrigt bei T1-Melanomen (< 1,0 mm Tumordicke) 92 %, wihrend sie bei
T2-Patienten (> 1.0-2,0 mm Tumordicke) bei 80 %, bei T3-Patienten (> 2,0-4,0 mm
Tumordicke) bei 63 % und bei T4-Patienten (= 4,0 mm Tumordicke) bei 50 % liegt (Balch
et al. 2009).

Bei einer Ulzeration des Melanoms ist die Uberlebensrate signifikant kleiner als bei einem
nicht-ulzeriertem Melanom der gleichen T-Klassifikation, aber dhnlich der Uberlebensrate
der nichsthéheren T-Kategorie (Balch et al. 1980; Balch et al. 2009). Ferner ist die mitotische
Rate ein unabhingiger prognostischer Faktor. So liegt das 10-Jahres-Uberleben von Stage
I/11-Patienten bei einer Mitoserate von > 20 Mitosen/mm? bei 48 %, wihrend sie bei einer
Mitoserate von < 1 Mitose/mm? bei 93 % liegt (Thompson et al. 2011). Mikrosatelliten-,
Satelliten- und In-transit-Metastasen mindern die Prognose signifikant (Leén et al. 1991;
Read et al. 2015). Wenn das Primdrmelanom anatomisch an Rumpf, Kopf oder Nacken

entsteht, dann ist die Prognose signifikant schlechter als bei einer Ausprigung an Armen
oder Beinen (Callender et al. 2011).
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Ein erhohter LDH-Wert im Serum ist ebenfalls ein unabhingiger und signifikanter
prognostischer Faktor bei Stage IV-Patienten (Franzke et al. 1998). Dabei sind die
Mechanismen und Quellen des erhéhten LDH-Wertsunbekannt (Balch et al. 2009). Auch
das Geschlecht ist ein unabhingiger prognostischer Marker. So haben Minner im Vergleich
mit Frauen hiufiger Melanome mit einer erh6hten Tumordicke, einer hiufigeren Ulzeration
und einer prognostisch schlechteren Lokalisation, was sich signifikant auf das Uberleben
auswirkt (Scoggins et al. 2006). Auch die BRAF-Mutation, die sich im Genom von etwa 50
% der Melanompatienten nachweisen ldsst, ist prognostisch unginstig (Ardekani et al. 2012).
Zuletzt sind die Anzahl und der initale Metastasierungsort der Fernmetastasen als
prognostische Faktoren zu nennen (siche Tabelle 6). So macht es einen statistisch
signifikanten Unterschied, ob das Melanom primir in die Haut und die Lymphknoten bzw.
den GI-Trakt oder in Knochen, Leber oder Gehirn streut. Es ist auch statistisch relevant, ob
das Melanom in ein Organ oder in mehrere Organe metastasiert. So liegt die 2-Jahres-
Ubetlebensrate bei der Metastasierung in ein Otgan bei 15 %, bei zwei oder drei Organen
aber bei 5-7 % (Barth et al. 1995).

Tabelle 6: Initiale Lokalisation der Metastasierung und Ubetlebensrate bei Patienten mit
Stage IV-Melanom nach Barth et al. 1995

Ort der Metastasierung Anteil in % Mediane Uberlebensrate
(n =1521) (Monate)

Haut, Lymphknoten 18,5 15

Gastro-Intestinal-Trakt 6 11

Lunge 34 8

Knochen 5,5 6

Leber 19 4

Gehirn 17 4

Gesamt 100 7,5

Um eine mogliche Tumorrekurrenz oder die Neuentstehung eines weiteren Melanoms
frithzeitig erkennen und therapieren, aber auch dem Patienten psychosozial beistehen zu
konnen, sollten nach der Therapie regelmiflige Kontrollen im Rahmen eines follow-ups
erfolgen. Die Wahrscheinlichkeit eines Rezidivs ist in den ersten fiinf Jahren nach der
chirurgischen Entfernung am héchsten. Da das Melanom allerdings oft auch spit

metastasiert und das Risiko einer erneuten Hautkrebserkrankung stark erhoht ist,
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empfiehlt sich ein follow-up von zwei bis vier Terminen pro Jahr iiber einen Zeitraum von

zehn Jahren.

1.5  Prognostische Wertigkeit des Sentinellymphknotens beim

malignen Melanom

Die SLK-Biopsie wird selektiv bei Patienten mit T4,-Melanomen und regulir bei Patienten
mit T,-, Ts oder T4 Klassifikation und/oder klinisch okkulten oder detektierten
Lymphknoten durchgefiihrt (Cascinelli et al. 2000; Gershenwald et al. 2017).

Etwa 90 % der Patienten mit malignem Melanom zeigen bei der SLK-Biopsie keine
Melanomzellen im Wichterlymphknoten. Wenn bei der immunhistochemischen
Auswertung des SLK jedoch bereits eingewanderte und entartete Melanomzellen gefunden
werden, dann sollte unter Einbezichung gewichteter Scores, klinischer und histologischer
Risikofaktoren das gesamte Basin im Sinne einer kompletten Lymphknotendissektion

entfernt werden.

Der SLK ist neben der Breslow-Dicke von hochster prognostischer Wertigkeit. Denn die
histologische Untersuchung hilft dabei, das Risiko einer Beteiligung weiterer Lymphknoten
und die Uberlebenswahrscheinlichkeit des Patienten einzuschitzen. So liegt die 5-Jahres-
Uberlebensrate bei negativem SLK bei 90,6 %, wihrend sie bei positivem SLK nur 75,4 %
betragt. Auch die Anzahl positiver SLKs wirkt bei einem positiven Lymphknoten sich mit
81,4 % und bei zwei positiven Lymphknoten mit 39,6 % auf die 5-Jahres-Uberlebensrate

aus (Cascinelli et al. 2000).

Eine hohe Tumorlast im SLK ist auch ein verlisslicher Indikator fiir die Beteiligung weiterer
NSLKs und damit von hoher prognostischer Wertigkeit (Cochran et al. 2004). Um das
Stadium des Melanoms im SLK genauer bestimmen zu kénnen, fihrte eine Arbeitsgruppe
um Starz 2004 die aktualisierte S-Klassifikation ein, welche die Eindringtiefe des Melanoms
in das Lymphknotenparenchym beschreibt (siche Tabelle 7). Sie konnte zeigen, dass eine
hohe Invasionstiefe des Tumors signifikant die Wahrscheinlichkeit einer NSLK-Beteiligung
erhoht. So liegt das Risiko einer NSLK-Beteiligung bei SI und SII bei unter 15 %, wihrend
es bei SIII bei Gber 50 % liegt (Starz et al. 2004). Auch die mikroanatomische Lage der
Metastase ist prognostisch relevant. So konnten Dewar et al. nachweisen, dass eine peripher

im Lymphknoten gelegene Metastase prognostisch gunstiger ist (Dewar et al. 2004).

Weiterhin sind Lymphangiosis und die Ansammlung von Tumorzellen in Lymphgefifien

von prognostischer Relevanz (Starz et al. 2001; Satzger et al. 2007; Satzger et al. 2008).
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Tabelle 7: S-Klassifikation nach Starz et al. 2004

Klasse Definition

SO Keine infiltrierten Tumorzellen im SLK

SI Subkapsulire Tumorzellen, Invasionstiefe < 0,3 mm
SIT Invasionstiefe 0,3-1 mm

SIIT Invasionstiefe > 1 mm

1.6  Die Bedeutung des Immunsystems beim malignen Melanom

Das Immunsystem schiitzt den Koérper vor eindringenden Pathogenen, aber auch vor
transformierten korpereigenen Zellen, wie Krebszellen. Das Melanom ist ein immunogener
Tumor, was durch verschiedene Faktoren untermauert wird. So  zeigen
immunhistochemische Studien die Existenz von Immunzellen, die in das Tumorgewebe
infiltrieren, was zu einer giinstigeren Prognose fithrt (Clemente et al. 1996; Taylor et al. 2007).
Auch an Fallbeispiclen tber Spontanregressionen wird deutlich, dass eine intensive
Auseinandersetzung zwischen dem Tumor und dem Immunsystem stattfindet, wobei man
annehmen kann, dass die Dunkelziffer solcher Regressionen weitaus héher liegt (Kalialis et
al. 2009). Hinzu kommt der Nachweis verschiedener tumorassoziierter Antigene und der
damit verbundenen T-Zell-Reaktionen (Vujanovic und Butterfield 2007). Aulerdem ist das
Risiko eines Melanoms bei immunsupprimierten Menschen deutlich héher als bei
immunologisch Gesunden (Penn 1993; Stewart et al. 1995). Schlief3lich spricht auch die im
Vorfeld bereits beschriebene Etablierung der Immuntherapien fiir eine Immunogenitit des

Melanoms.

Das Immunsystem spielt eine zentrale Rolle bei der Tumorprogression und -suppression.
Das genaue Verstindnis der Interaktion zwischen Tumor und Immunsystem kénnte daher

eine Grundlage fiir weitere innovative Therapieoptionen liefern.

1.7  Ausgewihltes Panel zur immunologischen Charakterisierung des

malignen Melanoms

Um die immunologische Reaktion des SLK auf das maligne Melanom immunhistochemisch
zu untersuchen und zu charakterisieren, wurde ein Antikérper-Panel etabliert, der diejenigen
Zellpopulationen ins Auge fasst, die eine zentrale Rolle in der Immunabwehr einnehmen und

prognostisch bedeutsam sein konnten.
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1.7.1 Immunzellen der spezifischen und unspezifischen Immunantwort

1.7.1.1 CD8

CD8 ist ein transmembrandses Glykoprotein und ein aus einer o- und B-Kette bestehendes
Dimer (Norment und Littman 1988). CD8 bindet als Corezeptor des T-Zell-Rezeptors
(TCR) an den Peptid:MHC-Klasse-I-Komplex, was zur Aktivierung und Differenzierung der
zytotoxischen T-Zellen fihrt (O’Rourke und Mescher 1993). Ferner induziert CD8 die
Freisetzung und Aktivierung bestimmter Zytokine (Gibbings et al. 2007). In der
immunhistochemischen Analyse des Lymphknotens wurde CD8 fiir den spezifischen
Nachweis von zytotoxischen T-Zellen verwendet (Moebius et al. 1991; Germain 2002;
Gibbings et al. 2007).

1.7.1.2 CD20

CD20 ist ein Typ III integrales Phosphoprotein, das von B-Zell-Vorlidufern und reifen B-
Zellen exprimiert wird, sich allerdings bei der Reifung zur Plasmazelle verliert (Tedder und
Engel 1994; Teeling et al. 2006). CD20 tbernimmt eine regulatorische Funktion beim
transmembrandsen Calcium-Transport und steuert auf diese Weise Zellwachstum (Kanzaki
et al. 1995) und Differenzierung der B-Zelle (Golay et al. 1985; Tedder und Engel 1994;
Marshall et al. 2017).

1.7.1.3 CD56

CD56 ist ein membrandses Glykoprotein und dient als Marker fiir NK-Zellen (Lanier et al.
1989). Auch die Expression auf af}-T-Zellen, y8-T-Zellen, aktivierten zytotoxischen T-
Zellen, Monozyten und dendritischen Zellen (DZ) konnte nachgewiesen werden (Kelly-
Rogers et al. 2006; Roothans et al. 2013; Van Acker et al. 2016; Acker et al. 2017). Die
Funktion von CD56 ist bisher ungeklirt. Weil CD56 ein Oberflichenprotein aus der Gruppe
der Zelladhisionsmolekiile ist, wurde die Hypothese formuliert, dass es eine Rolle bei der
Adhision von Lymphozyten spielen kénnte. Spitere Studien konnten allerdings zeigen, dass
CD56 nicht fiir die zytotoxische Wirkung auf die Zielzelle ben6tigt wird (Lanier et al. 1989;
Lanier et al. 1991).

1.7.1.4 CD57

CD57 ist ein terminal sulfatiertes und kohlenhydratisches Epitop, das vorwiegend von NK-
Zellen und T-Zellen exprimiert wird (Abo und Balch 1981; Kared et al. 2016). CD57
exprimierende T-Zellen sind seneszent und nicht mehr fahig zur Proliferation (Brenchley et
al. 2003; Wood et al.). Die Expression von CD57 auf NK-Zellen gilt ebenfalls als ein
Reifungsmerkmal. CD57 wird nur von Zellen exprimiert, die final entwickelt sind und eine

hohe Zytotoxizitit aufweisen (Nielsen et al. 2013).
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Die Funktion von CD57 ist noch nicht vollends geklirt, es konnte jedoch ein
Zusammenhang zwischen der Expression von CD57 und der zytotoxischen Aktivitit von
T-Zellen und NK-Zellen nachgewiesen werden (Van den Hove et al. 1998).

1.7.1.5 CD68

CD068 ist ein stark glykolysiertes transmembrandses Typ I Glykoprotein, das endosomal-
lysosomal assoziiert vorliegt (Holness und Simmons 1993). CD68 dient als spezifischer
Marker fur Makrophagen (Betjes et al. 1991), aber auch fiir andere Zellen des mononukleiren
Phagozytensystems (Greaves und Gordon 2002). Die Funktion von CDG68 ist noch nicht
genau belegt, aber das Vorkommen auf reifen Endosomen ldsst eine Mitwirkung beim

Peptid-Transport und bei der Antigen-Prozessierung vermuten (Barois et al. 2002).

1.7.1.6 CDla

CD1a ist ein integrales Typ 1 Glykoprotein, das eine strukturelle Ahnlichkeit zum MHC-I-
Komplex aufweist. CD1a wird von dendritischen Zellen, auch Langerhanszellen, und von
unreifen Thymozyten exprimiert (Coventry und Heinzel 2004; Kaczmarek et al. 2017).
Funktionell dient CD1a als antigen-prisentierendes Molekdl fir die Bindung von lipidischen
und glykolipidischen Antigenen an T-Zellen (Sieling 2000; Coventry und Heinzel 2004).

1.7.1.7 CD138

CD138 ist ein Typ I transmembrandses Oberflichen-Proteoglykan aus der Familie der
Syndecane (Carey 1997), das von Plasmazellen exprimiert wird (Wijdenes et al. 1996). Auch
reife Epithelzellen exprimieren CD138 (O’Connell et al. 2004). Im lymphatischen Gewebe
sorgt CD138 fur die Einlagerung der B-Zellen in die interstitielle Matrix. Es dient als
extrazellulirer Matrix-Rezeptor und partizipiert damit an der Zellproliferation,
Zellmigration, Zell-Zell-Adhision, Zell-Matrix-Interaktion und der Morphogenese (Elenius
et al. 1990; Gharbaran 2015).

1.7.1.8 MCT

MCT, mast cell tryptase, ist eine Protease und der am reichlichsten vorhandene Mediator in
den Granula von Mastzellen. Es dient als immunhistochemischer Marker ebendieser
(Vanderslice et al. 1990). Die biologische Funktion von MCT ist noch nicht vollends
aufgeklirt, aber eine zentrale Rolle bei Entziindungsprozessen und allergischen Reaktionen
ist bekannt (Payne und Kam 2004).
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1.7.2 TH2-polarisierte T-Helferzellen

1.7.2.1 CD4

CD4 ist ein Typ I transmembrandses Glykoprotein, das von T-Helferzellen (sowohl TH-1-
als auch TH-2-Zellen) und Thymozyten exprimiert wird (Ellmeier et al. 2013; Maddon et al.
1985). Weitere CD4-exprimierende Zellen sind dendritische Zellen (Patterson et al. 1995),
NK-Zellen (Bernstein et al. 2006), Makrophagen, Monozyten (Kazazi et al. 1989) sowie
Neutrophile (Biswas et al. 2003) und Eosinophile (Lucey et al. 1989). Bei der Aktivierung
bindet CD4 als Corezeptor des T-Zell-Rezeptors (TCR) an den Peptid:MHC-Klasse-11-
Komplex, was zur Aktivierung und Differenzierung von TH-Zellen fithrt (Gay et al. 1987;
Wu et al. 1997). Ferner moduliert CD4 die Sekretion von Zytokinen und die Migration von
NK-Zellen (Bernstein et al. 2000).

1.7.22 GATAS3

GATAS3 ist ein Transkriptionsfaktor, der fir die Bildung von TH-2-Zellen bendtigt wird
(Patient und McGhee 2002). Er ist sowohl essenziell fir die Bildung aus Thymozyten als
auch fiir die Regulierung der Differenzierung aus reifen CD4+ T-Zellen (Ho et al. 2009).
Aullerdem hemmt er die Differenzierung zu TH-1-Zellen (Yagi et al. 2011). TH-2-Zellen

induzieren den Isotopenwechsel von B-Zellen.

1.7.3 Kostimulatorische Molekiile antigen-priasentierender Zellen

1.7.3.1 CD40

CDA40 ist ein kostimulatorisches transmembrandses Typ I Protein (Kooten und Banchereau
2000). Vorwiegend exprimierende Zellen sind antigen-prisentierende Zellen, wie B-Zellen,
dendritische Zellen und Makrophagen, aber auch eosinophile und basophile Granulozyten,
epitheliale und endotheliale Zellen sowie Keratinozyten, Fibroblasten und glatte
Muskelzellen (Banchereau et al. 1995; Kooten und Banchereau 1997; U.Schénbeck und
Libby 2001). Die Funktion des Rezeptors bezieht sich auf die Formierung von
Keimzentren, den Istopenwechsel bei B-Zellen, die durch T-Zellen vermittelte
Differenzierung und Aktivierung von B-Zellen, die Bildung von Gedichtnis-B-Zellen
sowie die Steigerung der B-Zell-Proliferationsrate (Foy et al. 1993; Danese et al. 2004).
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1.7.3.2 CD&0

CD80 ist ein Typ I transmembrandses Protein aus der Immunglobulin-Superfamilie und wird
auf  antigenprisentierenden  Zellen  exprimiert  (Freeman et al.  1989).
CD80 kann die Bindung mit CD28 und CTLA-4 auf T-Zellen eingehen, wobei eine
kostimulatorische (CD28) oder inhibitorische (CTLA-4) Wirkung auf die Immunabwehr
generiert wird, sofern der TCR bereits die Bindung mit einem stimulierenden Antigen

eingegangen ist (Pardoll 2012).

1.7.4 Induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase

1.7.4.1 iINOS

Die induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase ist ein Enzym, das die Bildung von
Stickstoffmonoxid (NO) Kkatalysiert. iNOS kann von T-Zellen, Makrophagen und
dendritischen Zellen exprimiert werden. Die Induktion erfolgt durch Zytokine, wobei das

dabei freiwerdende NO immunsupprimierend wirken kann (Xue et al. 2018).

1.7.5 Indolamin-2,3-Dioxygenase

1.7.5.1 IDO

Indolamin-2,3-Dioxygenase, das kurz auch als IDO bezeichnet wird, ist ein intrazellulires
Enzym, das den Katabolismus von Tryptophan zu Kynurenin und anderen Derivaten
einleitet (Taylor und Feng 1991). Die Expression von IDO wurde schon in verschiedenen
Immunzellen und Stromazellen nachgewiesen, konnte jedoch am besten fiir dendritische
Zellen charakterisiert werden (Munn et al. 2002). IDO fungiert als Regulator fur die adaptive
Immunantwort und trigt deshalb auch zur tumorprotektiven Immunsuppression bei
(Johnson und Munn 2012; Chevolet et al. 2015). Aulerdem kann es durch die Kynurenin-
Entstehung bei Makrophagen und dendritischen Zellen die Ausrichtung auf einen
immunsuppressiven Phinotyp einleiten (Jaronen und Quintana 2014; Munn und Mellor
2016). SchlieBlich induziert IDO auch die Aktivierung von regulatorischen T-Zellen (Munn
und Mellor 20106).
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1.8  Fragestellung

Das malighe Melanom ist ein immunogener Tumor, der in den meisten Fillen eine
korpereigene Abwehrreaktion auslost. Weil der Korper eigenstindig dazu in der Lage zu sein
scheint, diese Krebserkrankung zumindest teilweise addquat zu bekidmpfen, versucht die
Wissenschaft, diesen Prozess aufzukliren und im Hinblick auf therapeutische Anwendungen
auszunutzen. Allerdings hat man die Reaktion auf den Tumor wegen der komplexen

immunologischen Vorginge bisher noch nicht verstanden.

Um zu einem besseren Verstindnis der immunologischen Prozesse zu gelangen, wurden in
der vorliegenden Arbeit Metastasen des Melanoms in SLK, als sekundires lymphatisches
Organ Epizentrum der Immunantwort, untersucht. Anhand eines umfangreichen
Antikorper-Panels zu verschiedenen immunologischen Zellpopulationen sollte untersucht
werden, ob die Ausdehnung des Tumors bei einer Lymphknotenentnahme und der weitere
klinische Verlauf mit qualitativen und quantitativen Verinderungen dieser Zellpopulationen
verbunden sind. Dabei stand nicht der Unterschied zwischen SLLK und Nicht-Sentinel-
Lymphknoten (NSLK) bzw. positiven und negativen SLK im Vordergrund, der bereits von
verschiedenen Autoren untersucht wurde (Essner und Kojima 2001; Cochran et al. 2004;
Mansfield etal. 2011; Mohos et al. 2013; Messaoudene et al. 2015), sondern stattdessen wurde
der Fokus auf tumorpositive SLK gerichtet.

Dabei sollten im Rahmen dieser Arbeit die folgenden Fragen beantwortet werden:

1. Wirkt sich die Tumorassoziation oder -infiltration unterschiedlicher
Zellpopulationen bei positiven SLKs auf den klinischen Verlauf aus?

2. Wirkt sich die Tumorassoziation oder -infiltration unterschiedlicher
Zellpopulationen bei positiven SLKs auf die Tumorausdehnung aus?

3. Wirkt sich die Zellanzahl unterschiedlicher Zellpopulationen in positiven SLKs auf
den klinischen Verlauf aus?

4. Wirkt sich die Zellanzahl unterschiedlicher Zellpopulationen in positiven SLKs auf
die Tumorausdehnung aus?

5. Werden einzelne Antigene vom Melanom exprimiert?
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2 Material und Methoden

21 Patienten

Die fiir diese Analysen verwendeten SLKs stammen von Patienten, bei denen in den Jahren
1999-2014 am Universititsklinikum Goéttingen im Rahmen des Melanom-Stagings eine SLK-
Biopsie durchgefiihrt wurde. Zur klinischen Diagnostik wurden diese Lymphknoten nach
dem Gottinger Scheibenprotokoll aufgearbeitet und in Paraffinblocke eingebettet. Die
histopathologische Untersuchung zeigte bei allen Lymphknoten Melanomzellen. Als
therapeutische Konsequenz wurde bei allen Patienten eine komplette Lymphadenektomie
durchgefiihrt. Das entnommene Gewebe wurde nach der klinischen Diagnostik archiviert
und im Archiv der Hautklinik der Universititsmedizin Goéttingen aufbewahrt. Insgesamt
umfasst das Kollektiv 77 SLKs von 59 Patienten.

Anhand ebenfalls archivierter Hidmatoxylin-Eosin- und MelanA-Schnitte evaluierte ein
erfahrener Pathologe, welcher Paraffinblock pro SLK fiir die weitere immunhistochemische
Untersuchung verwendet werden sollte. Es wurde der Block ausgewihlt, der reprisentativ
war und die beste Gewebequalitit und die grofte Tumormasse aufwies. Die Einteilung der
untersuchten Lymphknoten in vier Kohorten erfolgte durch einen erfahrenen Dermatologen
unter Berticksichtigung des Ausmalles der Tumorausdehnung und des klinischen Verlaufs.
Die 77 Fille mit klinisch bekanntem Verlauf wurden verblindet anhand eines standardisierten
Auswerteprotokolls untersucht und ausgewertet. Nach der Entblindung erfolgte dann die

statistische Korrelation mit dem Krankheitsverlauf.

Diese retrospektive Analyse wurde von der Ethikkommission der Universititsmedizin

Gottingen unter der Antragsnummer 12/5/16 genehmigt.

2.2 Immunhistochemie

Die ausgewihlten Paraffinblocke wurden zunichst fiir finf bis zehn Minuten auf einer
Kihlplatte (pfm Cooling Plate 4100, pfm medical, Kéln, DE) mit einer Temperatur von -10
°C gekuhlt. Mit einem Mikrotom (Microm HM400, Thermo Fisher Scientific, Waltham,

USA) wurden ca. 2 um dinne Paraffinschnitte hergestellt, wobei von jedem Paraffinblock
18 Schnitte abgetragen wurden. Die Schnitte wurden in ein Wasserbad (42900,
Glaswarenfabrik Karl Hecht, Sondheim vor der Rhoén, DE) mit destilliertem Wasser

™ Thermo Fisher Scientific,

Uberfihrt und auf beschichtete Objekttrager (Superfrost Plus
Waltham, USA) aufgetragen. Danach wurden die Objekttriger fir fiinf Minuten in ein
Warmwasserbad (JAW-0100-001, Cellpath, Newtown, UK) mit einer Temperatur von 36 °C
gelegt, um sie dann fir weitere fiinf Minuten auf einer Wirmeplatte (OTS 40.3040, Medite,
Burgdorf, DE) bei 36 °C anzutrocknen. Im Anschluss daran wurden die Schnitte fiir 20

Minuten bei 60 °C im Brutschrank getrocknet (UN75, Memmert, Schwabach, DE).
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Die Immunfirbungen erfolgten in Abhangigkeit vom Antikérper mit dem Dako Autostainer
Link 48 in Kombination mit dem PT Link oder mit dem Dako Omnis (Dako, Agilent, Santa
Clara, USA). Pro Paraffinschnitt erfolgte eine Immunfirbung. Alle Antikérper werden im
Rahmen der klinischen Diagnostik und Forschung am Institut fiir Pathologie der
Universititsmedizin Gottingen standardmafig genutzt. Antikérper, deren Konzentration vor
der Firbung verringert werden musste, wurden mit Diluent (Dako, Agilent, Santa Clara,
USA) verdinnt.

Die Entparaffinierung und Antigendemaskierung der Paraffinschnitte zur Untersuchung von
CD40, CD80, IDO und iNOS erfolgten im Dako PT Link fiir 15 Minuten bei 97 °C mit den
Losungen EnVision™ Flex Target Retrieval Solution low pH bzw. EnVision™ Flex Target
Retrieval Solution high pH (Dako, Agilent, Santa Clara, USA). Danach wurden die Schnitte
fir die Immunfirbung in den Dako Autostainer Link 48 uberfithrt. Das Protokoll fir die
Farbung wird in Tabelle 9 aufgeftihrt. Es wurde kein Verstirker verwendet.

Die Entparaffinierung, Antigendesmaskierung und Immunfirbung der Paraffinschnitte zur
Untersuchung von MelanA, CD1la, CD4, CD8, CD20, CD56, CD57, CD68, CD138,
GATA3 und MCT erfolgten im Dako Omnis Firbeautomaten. Das Protokoll fir die
Farbung wird in Tabelle 10 aufgefiihrt. Die Inkubationszeit der primiren Antikérper von
MelanA und GATAS3 lag bei 30 Minuten, wihrend sie bei den verbleibenden Antikérpern
bei 20 Minuten lag. Der Arbeitsschritt ,,sekundires Reagenz®, also die Verwendung eines
Verstirkers, wurde bei den Firbungen fir MelanA, CD1a, CD4, CD20, CD56, CD138 und
GATAS3 durchgefiihrt.

Im Anschluss an die Immunfirbung wurden alle Schnitte in einen Objekttrigerhalter

Gberfiihrt und in aufsteigender Alkoholreihe (75 % — 96 % — 3-mal 100 % —> 3-mal Xylol)
a finf Sekunden dehydratisiert. Zuletzt erfolgte die Eindeckung mit einem Einbettautomaten
(Tissue-Tek Prisma-E2S, Sakura Finetek, Staufen, DE).

Simtliche Paraffinschnitte wurden unter dem Lichtmikroskop (Axio Scope.Al, Catl Zeiss,
Oberkochen, DE) untersucht. Die fir die Auswertung benétigten Digitalbilder wurden mit
einer aufgesetzten Kamera (Axiocam 105 color, Carl Zeiss, Oberkochen, DE)

aufgenommen.
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Tabelle 8: Verwendete Antikorper

Anti- Klona-  Wirt Konzen- pH Linker Firbe- Hersteller
kérper litat tration Puffer- automat
16sung

MelanA
IR633
CD8 mono- Maus ready-to-use  high ohne Omnis Dako, Agilent, Santa
IR623 klonal Clara, USA
CD20
GA604
CD56 mono- Kaninchen  ready-to-use  high Maus Omnis Dako, Agilent, Santa
1R628 klonal Klon Clara, USA
CD57
IR647
CD68 ready-to-use Dako, Agilent, Santa
GA609 Clara, USA
CD1la
TR0G9
CD138 mono- Maus ready-to-use  high Maus Omnis Dako, Agilent, Santa
GA642 klonal Klon Clara, USA
MCT
TR640
CD4 mono- Maus ready-to-use  high Maus Omnis Dako, Agilent, Santa
TR649 klonal Klon Clara, USA
GATA3
1.50-823
CD40 Kaninchen PT Link + Actis, OriGene,
TA351052 klonal Autostainer Rockville, USA

Link 48
CD80
MAB140
iNOS Kaninchen 1:2500 PT Link + Chemicon® Merck
AB5384 klonal Autostainer Millipore,

Link 48 Burlington, USA
IDO

HPA023072
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Tabelle 9: Firbeprotokoll zum Dako Autostainer Link 48

Arbeitsschritt Reagenz Hersteller Inkubation
Waschen Pufferl6sung Dako, Agilent, Santa Clara, USA 0
Wash Buffer K8007
Endogen-Enzymblock | Envision™ Flex Peroxidase- Dako, Agilent, Santa Clara, USA 5 min
Blocking Reagent SM801
Waschen Pufferl6sung Dako, Agilent, Santa Clara, USA 0
Wash Buffer K8007
Primirer Antik6rper siche Tabelle 8 siche Tabelle 8 30 min
Waschen Pufferlésung Dako, Agilent, Santa Clara, USA 0
Wash Buffer K8007
Markiertes Polymer Envision™ Flex/HRP SM802 Dako, Agilent, Santa Clara, USA 20 min
Waschen Pufferlésung Dako, Agilent, Santa Clara, USA 0
Wash Buffer K8007
Waschen Pufferlésung Dako, Agilent, Santa Clara, USA 5 min
Wash Buffer K8007
Substrat-Chromogen Envision™ Flex DAB+ Dako, Agilent, Santa Clara, USA 10 min
Chromogen SM803
Waschen Pufferlésung Dako, Agilent, Santa Clara, USA 0
Wash Buffer K8007
Gegenfirbung Envision™ Flex Hematoxylin  Dako, Agilent, Santa Clara, USA 8 min
SM806
Waschen Pufferlésung Dako, Agilent, Santa Clara, USA 0
Wash Buffer K8007
Waschen destilliertes Wasser 0
Tabelle 10: Farbeprotokoll zum Dako Omnis
Arbeitsschritt Reagenz Hersteller Inkubation
Entparaffinierung | Clearify™ GC810 Dako, Agilent, Santa Clara, USA 1 min
Waschen destilliertes Wasser 5s
Demaskierung Envision™ Flex TRS, high pH Dako, Agilent, Santa Clara, USA 30 min

GV823

Envision™ Flex TRS, low pH
GV823 + GV805
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Arbeitsschritt Reagenz Hersteller Inkubation

Waschen Pufferlésung Dako, Agilent, Santa Clara, USA  2-mal 2:40 min
Wash Buffer GC807

Primirer siche Tabelle 8 siche Tabelle 8 20 min

Antikorper 30 min: MelanA,

GATA3

Waschen Pufferlésung Dako, Agilent, Santa Clara, USA  10-mal 2 min
Wash Buffer GC807

Endogen- Envision™  Flex  Peroxidase- Dako, Agilent, Santa Clara, USA 3 min

Enzymblock Blocking Reagent GV 823

Waschen Pufferlésung Dako, Agilent, Santa Clara, USA  10-mal 2 min
Wash Buffer GC807

Sekundires Envision™ Flex+ Mounse Linker Dako, Agilent, Santa Clara, USA 10 min

Reagenz GV821

Waschen Pufferlésung Dako, Agilent, Santa Clara, USA  10-mal 2 min
Wash Buffer GC807

Markiertes Envision™ Flex/HRP GV823  Dako, Agilent, Santa Clara, USA 20 min

Polymer

Waschen Pufferlésung Dako, Agilent, Santa Clara, USA  10-mal 2 min
Wash Buffer GC807

Waschen Pufferlésung Dako, Agilent, Santa Clara, USA  10-mal 2 min
Wash Buffer GC807

Waschen destilliertes Wasser 30s

Waschen Pufferlésung Dako, Agilent, Santa Clara, USA  10-mal 2 min
Wash Buffer GC807

Substrat- Envision™ Flex DAB+ Dako, Agilent, Santa Clara, USA 5 min

Chromogen Chromogen GV823

Waschen Pufferlésung Dako, Agilent, Santa Clara, USA  10-mal 2 min
Wash Buffer GC807

Waschen destilliertes Wasser 30s

Waschen Pufferlésung Dako, Agilent, Santa Clara, USA  10-mal 2 min
Wash Buffer GC807

Gegenfirbung Envision™ Flex Hematoxylin Dako, Agilent, Santa Clara, USA 3 min
GC808

Waschen destilliertes Wasser 10-mal 2 min

Waschen Pufferlésung Dako, Agilent, Santa Clara, USA  10-mal 2 min

Wash Buffer GC807
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2.3  Auswertung der immunhistochemischen Priparate

2.3.1 Tumorassoziation

Die Auswertung der Tumorassoziation (T'A) erfolgte semiquantitativ anhand eines
festgelegten Scores. Mikroskopisch wurde untersucht, ob sich die gefirbten Immunzellen an
den Metastasenrand anlagern. Wenn die Metastase in dem Anschnitt, entweder wegen
Gewebeabschwemmungen oder wegen eines zu geringen Tumordurchmessers, nicht
erkennbar war, dann wurde der Schnitt mit einem n fir ,,nicht auswertbar® markiert. Um das
Ausmall der Tumorassoziation standardisiert vergleichen zu koénnen, wurde ein

semiquantitativer Score entwickelt, der in Tabelle 11 dargestellt wird.

Tabelle 11: Score der semiquantitativen Auswertung der Tumorassoziation

Tumotassoziation Definition

n Nicht auswertbar

0 Keine Tumorassoziation

1 1-25 % zirkular assoziiert
2 26-50 % zirkulidr assoziiert
3 > 50 % zirkulir assoziiert

2.3.2 Tumorinfiltration

Die Auswertung der Tumorinfiltration (TI) erfolgte semiquantitativ anhand eines
festgelegten Scores. Dabei wurde mikroskopisch untersucht, ob die gefirbten Immunzellen
den Tumor infiltrieren. Wenn die Metastase in dem Anschnitt, entweder wegen
Gewebeabschwemmungen, oder wegen eines zu geringen Tumordurchmessers, nicht
erkennbar war , dann wurde der Schnitt mit einem n fiir ,,nicht auswertbar* markiert. Um
das Ausmall der Tumorinfiltration standardisiert vergleichen zu konnen, wurde ein

semiquantitativer Score entwickelt, der in Tabelle 12 dargestellt wird.
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Tabelle 12: Score der semiquantitativen Auswertung der Tumorinfiltration

Tumorinfiltration Definition

n Nicht auswertbar

0 Keine Tumorinfiltration

1 Infiltrierende Immunzellen einfach zihlbar

2 Infiltrierende Immunzellen notfalls zihlbar

3 Infiltrierende Immunzellen nicht zahlbar, da zu zahlreich

2.3.3 Zellanzahl

Um Unterschiede bei der Zellanzahl zwischen den verschiedenen Kohorten untersuchen zu
konnen, wurde eine quantitative Analyse des Materials durchgefiihrt. Dazu wurden pro
Immunfirbung/Paraffinschnitt bei 200-facher VergroBerung drei hotspots bestimmt, die eine
moglichst hohe Zahl positiv angefirbter Zellen aufwiesen. Diese hofspots wurden mit der
Axiocam 105 color (Catl Zeiss, Oberkochen, DE) fotografiert und anschlieBend mit der
Software ZEN (Carl Zeiss, Oberkochen, DE) digitalisiert.

Zur weiteren quantitativen Analyse wurde das Computerprogramm Image] (Image].net)
verwendet. Dazu wurde, wie es in Abbildung 1 dargestellt wird, zunichst jedes Bild und
damit jeder hotspot in seine Pixel segmentiert (4.915.200 Pixel). Zur Messung der gesamten
Zellanzahl wurde die Funktion color threshold verwendet. Dabei wurden die Parameter
Farbton, Sittigung und Helligkeit so justiert, dass zuerst alle Zellen des hofspots markiert
waren, der Hintergrund jedoch ohne Markierung blieb. Die Fliche aller markierten Zellen
wurde dann anhand der Pixelanzahl des markierten Gebietes bestimmt. AnschlieBend wurde
die Justierung der Parameter Farbton, Sittigung und Helligkeit so durchgefihrt, dass nur die

durch Immunfirbung angefirbten Zellen markiert wurden.

Dann wurde wiederum die Fliche der markierten Zellen, also aller positiven Immunzellen,

anhand der Pixelanzahl bestimmt.

Zuletzt wurde die Pixelanzahl aller immungefirbten Zellen durch die Pixelanzahl aller Zellen
dividiert, um dieses Verhiltnis quantitativ als einen prozentualen Wert festzulegen. Der
prozentuale Wert wird demnach definiert als das Verhiltnis zwischen der Zellfliche aller
positiv immungefirbten Zellen und der Zellfliche aller Zellen des Priparats, ohne eine
Einbeziehung des Hintergrunds. Zellfliche und Zellanzahl sind proportional zueinander und
haben stets dasselbe prozentuale Verhiltnis hinsichtlich der Gesamtzellfliche bzw.-anzahl.

Die Werte der dret hotspots pro Paraffinschnitt wurden fiir die weitere Analyse gemittelt.
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Abbildung 1: Quantitative Analyse der Zellanzahl. In A) ist als Beispiel ein hotspor CD1a-
positiver Zellen zu sehen. B) zeigt die Markierung aller im Paraffinschnitt enthaltenen Zellen.
In C) wird die markierte Fliche quantifiziert, indem die Pixel dieser Fliche gezihlt werden.
D) zeigt die durch Anderung der Parameter durchgefiihrte Matkierung der angefirbten

Immunzellen, deren Fliche in E) ebenfalls in Pixel tiberfihrt wird.
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2.4  Kohorten-Einteilung

Die Einteilung der Kohorten war bereits vor der quantitativ-qualitativen Auswertung durch
die Hautklinik der UMG erfolgt, sie war aber wegen der Verblindung wihrend des

Auswertungsprozesses unbekannt.

Insgesamt erfolgte die FEinteilung in vier verschiedene Kohorten, die sich in der

Tumorausdehnung und der Prognose unterschieden.

Das Follow-up erfolgte iiber mindestens 65 Monate oder bis zum Tod.

2.4.1 Kohorte I: ,,in-situ-Metastasen*, sehr gute Prognose

Als ,,in-situ-Metastasen® wurden sehr kleine Metastasen im SLK mit mikroanatomisch
subkapsulirer Lage definiert. Die Patienten dieser Kohorte haben eine ausgezeichnete
Prognose (Vuylsteke et al. 2005; Francischetto et al. 2010; van der Ploeg et al. 2011). Die
Metastasengrof3e bei den Patienten dieser Kohorte war sehr gering: Der Metastasen-
Durchmesser lag bei maximal 0,3 mm und die Invasionstiefe nach Starz lag ebenfalls bei
maximal 0,3 mm (SI). Patienten dieser Fallgruppe hatten eine sehr gute Prognose und blieben
ohne Rezidiv und Todesfille.

2.4.2 Kohorte II: geringe Tumorlast, gute Prognose

Als geringe Tumorlast wurde eine geringe MetastasengréB3e definiert: Der Metastasen-
Durchmesser lag bei maximal 1,5 mm und die Invasionstiefe nach Starz bei maximal 1 mm
(SII). Die Prognose dieser Patienten war gut und sie verstarben nicht wihrend des

Beobachtungszeitraums.

2.4.3 Kohorte III: geringe Tumorlast, schlechte Prognose

Als geringe Tumorlast wurde eine geringe Metastasengrof3e definiert: Der Metastasen-
Durchmesser lag bei maximal 1,5 mm und die Invasionstiefe nach Starz bei maximal 1 mm
(SII). Die Prognose dieser Patienten war schlecht: Sie bekamen sehr frih ein Rezidiv, in

dessen Folge sie verstarben.

2.4.4 Kohorte I'V: hohe Tumorlast, gute Prognose

Als hohe Tumorlast wurden ein Metastasen-Durchmesser von mindestens 1,5 mm und eine
Invasionstiefe nach Starz von tiber 1 mm (SIII) definiert. Die Prognose dieser Patienten war

gut und sie blieben tiber den Beobachtungszeitraum am Leben.
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2.5  Statistische Auswertung

Zunichst erfolgten die explorative Datenanalyse und die deskriptive Statistik zur Erstellung
einer Ubersicht von Mittelwerten, Standardabweichungen und Medianen. Wegen einer nicht
vorhandenen Normalverteilung wurde die statistische Auswertung mit dem
nichtparametrischen ~ Mann-Whitney-U-Test  durchgefiihrt. Die Darstellung  der
Testergebnisse erfolgte durch Box-Plot-Diagramme, wobei der Mittelstrich des Diagramms
jeweils den Median anzeigt. Die Box zeigt den Bereich, in dem die mittleren 50 % der Daten

liegen. Die Linien schlieBen 95 % der Daten ein.

Mit der Spearman-Rangkorrelation wurde eine bivariate Analyse der Messergebnisse

durchgefiihrt.
Der Signifikanzwert p < 0,05 wurde in beiden Tests als signifikant definiert.

Fir die statistische Auswertung wurde das Programm SPSS 23.0 verwendet.
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3  Ergebnisse

31 Patientenkollektiv

Das Kollektiv umfasste 59 Patienten, bei denen im Rahmen des klinischen Stagings eine
Sentinel-Lymphknoten-Biopsie an der Hautklinik der UMG durchgefiihrt worden war. Von
den anfangs herangezogenen 82 Fillen waren insgesamt finf Fille wegen Abschwemmungen
oder starken Zerstorungen wiahrend des immunhistochemischen Firbungsprozesses nicht
auswertbar. Zum Zeitpunkt der Diagnose waren der jungste Patient 9 Jahre und der alteste
84 Jahre alt. Der mittlere Altersdurchschnitt aller Patienten zum Zeitpunkt der Diagnose lag

bei 51,4 Jahren. 32 Patienten waren mannlichen und 27 Patienten weiblichen Geschlechts.

Der hiufigste histologische Subtyp war das NM, das bei 33 Patienten diagnostiziert wurde,
gefolgt vom SSM, das bei 14 Patienten diagnostiziert wurde. Das Follow-up erfolgte tiber
mindestens 65 Monate oder bis zum Tod. Das durchschnittliche Follow-up lag bei 94
Monaten. Alle Patienten der Kohorte III verstarben innerhalb des Beobachtungszeitraums,
aber nicht die Patienten der Kohorten I, II und IV. Der durchschnittliche Metastasen-
Durchmesser war mit 0,14 mm in Kohorte I am geringsten, danach folgten mit 0,46 mm und
0,5 mm die Kohorten IT und III und am hdchsten war er in Kohorte IV mit 4,58 mm. Der
gesamtdurchschnittliche Durchmesser lag bei 1,06 mm. Weitere klinisch-pathologische
Faktoren des Patientenkollektivs werden in Tabelle 13 dargestellt.



3 Ergebnisse 29

Tabelle 13: Klinisch-pathologische Faktoren des Patientenkollektivs

Kohorte I Kohorte II Kohorte III Kohorte IV Gesamt

Definition

Patientenanzahl p
Fallzahl n
Altersspanne (Jahre)

Altersdurchschnitt
(Jahre)

Geschlecht
(minnlich/weiblich) 5/6 11 /11 11/6 5/4 32 /27

Histologischer Subtyp
SSM
NM
LMM
ALM
UCM

Anzahl der Fille mit | 1 4 9 5 19
Ulzeration

Beobachtungszeitraum
(Monate)

Beobachtungszeitraum
Durchschnitt (Monate)

Anzahl Todesfille

Breslow-Index

Ty 2 4 3 0 9
T> 6 8 1 3 18
Ts 1 9 8 1 18
T, 2 1 5 5 13
Durchschnitt
Metastasen-

Durchmesser (mm)
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3.2 Immunzellen der spezifischen und unspezifischen

Immunantwort

3.21 CDS8

Abbildung 2: Firbeergebnis CD8 mit dem DAKO Omnis, Aozspot ohne Tumoranschnitt.

Die ausgewerteten immunhistochemischen Firbeergebnisse von CDS8 zeigten eine

zytoplasmatisch-membrandse Anfirbung. Die Farbintensitit des Antikérpers war in allen

Fillen stark (siche Abbildung 2). Es waren keine unspezifischen Hintergrundfirbungen

erkennbar. Insgesamt waren zehn Firbungen abgeschwemmt, die deshalb nicht in die

Auswertung einbezogen wurden. Es gab keine Schnitte mit einem negativen Firbeergebnis.

Tabelle 14: Protokoll des Firbeergebnisses CD8

Kohorte Abgeschwemmte Abgeschwemmte Tumor- Tumot- Keine
(Fallanzahl)  Fille (Anzahl) Fille (Anteil) Assoziation  infiltration  Anfirbung
1(12) 0 0 0 0 0

1T (28) 4 0,14 4 4 0

111 (22) 3 0,13 3 3 0

IV (15) 3 0,2 7 7 0

gesamt (77) 10 0,13 14 14 0

Fir die Auswertung der Tumorassoziation und -infiltration standen nur wenige geeignete

Paraffinschnitte mit ausreichend groBer Tumormasse zur Verfiigung. Denn die

tumorinfiltrierten Areale im Lymphknoten waren entweder wegen eines zu geringen

Metastasen-Durchmessers ohne eine tumorspezifische Immunfirbung nicht eindeutig

identifizierbar oder sie waren nicht mehr angeschnitten.
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Die meisten auswertbaren Schnitte fanden sich in Kohorte IV (siche Tabelle 14). In Kohorte
I konnte die Auswertung von TA und TI wegen der sehr geringen Tumorlast nicht
durchgefithrt werden, weshalb diese Kohorte auch nicht im Siulendiagramm aufgefiihrt
wurde. In den Kohorten II-IV zeigten die ausgewerteten Schnitte im Mittel eine sehr
deutliche Tumorassoziation mit 26-50 % zirkulirer Tumorassoziation (Score 2) und -
infiltration (Score 1, siche Abbildungen 3 und 4) vereinzelter zytotoxischer T-Zellen. Beim
Mann-Whitney-U-Test ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Kohorten II-IV.

CD8

3
2.5
2
1.5
1
0.5
0

Score

Tumorassoziation Tumorinfiltration
B Kohorte 11 2 1
m Kohorte 111 2 1
m Kohorte IV 1.86 1.29

Abbildung 3: Mittelwerte der semiquantitativen Scores von TA und TI zytotoxischer T-
Zellen in den Kohorten II-1V.

Abbildung 4: TA und TI CD8-positiver zytotoxischer T-Zellen. Im Priparat zeigte sich eine
hohe Tumorlast bei zirkulirer Assoziation CD8-positiver Immunzellen (Score 2) und

deutlicher Infiltration (Score 2).
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Der Box-Plot in Abbildung 5 verdeutlicht den Anteil CD8-positiver zytotoxischer T-Zellen
an der Gesamt-Zellanzahl in den hotspots der unterschiedlichen Fallgruppen. Der Mann-
Whitney-U-Test zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den Kohorten I-IV.
Mittelwert und Median des Anteils zytotoxischer T-Zellen an der Gesamt-Zellanzahl in den
Kohorten I-IV werden in Tabelle 15 dargestellt.

CD8
0.5
0.4
0.3

Kohotte 1 Kohorte 11 Kohorte 111 Kohorte IV

Abbildung 5: Anteil CD8-positiver zytotoxischer T-Zellen an der Gesamt-Zellanzahl in den
Kohorten I-IV.

Tabelle 15: Mittelwert und Median des Anteils zytotoxischer T-Zellen an der Gesamt-
Zellanzahl in den Kohorten I-IV

Kohotte I Kohorte II Kohorte III Kohotrte IV

Mittelwert + s 0,136 £ 0,097 0,126 £ 0,088 0,113 £ 0,071 0,157 £ 0,092

Median 0,091 0,123 0,108 0,178

Mit der Spearman-Rangkorrelation wurde untersucht, ob ein Anstieg von CD8 mit dem
Anstieg anderer Antikérper korrelierte. Dabei ergaben sich die in Tabelle 16 aufgefithrten
Korrelationen. Alle Korrelationskoeffizienten waren positiv, sodass ein Anstieg von CD8

mit einem Anstieg des jeweiligen in der Tabelle aufgefithrten Antikérpers verbunden war.

Tabelle 16: Signifikante Rangkorrelationen nach Spearman von CD8

CD56 CD68 CD4 Gata3 CD25 CD40 IDO

Korrelationskoeffizient 0,339 0,360 0,608 0,246 0,252 0,271 0,268

Signifikanz 0,004 0,002 0,000 0,039 0,034 0,020 0,026
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3.22 CD20

Abbildung 6: Firbeergebnis CID20 mit dem DAKO Omnis, hozspot ohne Tumoranschnitt.

Im Farbeergebnis zeigte sich eine membranése Anfirbung. Die Farbintensitit des
Antik6rpers war in allen Fillen stark (siche Abbildung 6). Teilweise waren leichte
unspezifische Hintergrundfirbungen ohne Einfluss auf die Auswertung erkennbar.
Im Vergleich zu anderen Immunfirbungen war der Anteil positiv angefirbter Zellen héher.
Insgesamt waren finf Firbungen abgeschwemmt, die deshalb aus der Auswertung

herausgenommen wurden. Es gab keine Schnitte mit negativem Firbeergebnis.

Tabelle 17: Protokoll des Firbeergebnisses CID20

Kohorte Abgeschwemmte  Abgeschwemmte  Tumor- Tumor- Keine
(Fallanzahl)  Fille (Anzahl) Fille (Anteil) assoziation infiltration  Anfirbung
1(12) 0 0 0 0 0

1T (28) 3 0,10 4 4 0

111 (22) 0 0 6 6 0

IV (15) 2 0,13 5 5 0

gesamt (77) |5 0,06 15 15 0

Die Anzahl der zur Beurteilung von TA und TI geeigneten Paraffinschnitte innerhalb der
Kohorten wird in Tabelle 17 dargestellt. Die verminderte Anzahl auswertbarer Fille kann
man darauf zuriickfithren, dass das Tumorgewebe ohne spezifische Firbung nicht eindeutig
erkennbar, zu klein oder nicht mehr angeschnitten war. Die auswertbaren Schnitte waren
gleichmilig auf die Kohorten II-IV verteilt. Kohorte I fiel wegen der sehr kleinen
Tumormasse aus der Auswertung heraus. Die ausgewerteten Fille zeigten im Mittel eine sehr
deutliche TA (Score 2-3).
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Die Unterschiede innerhalb der Kohorten waren nicht signifikant. Auch T1 zeigte sich in den
Kohorten II-IV und am deutlichsten in Kohorte IV (Score 1,8, siche Abbildungen 7 und 8).
Dieser Unterschied war nach dem Mann-Whitney-U-Test signifikant (p = 0,01).

CD20
3
2.5
o 2
cn8 1.5
1
0.5
0 - . .
Tumorassoziation Tumorinfiltration

H Kohorte 11 2 0.75

m Kohorte TIT 2.33 0.83

B Kohorte IV 3 1.8

Abbildung 7: Mittelwerte der semiquantitativen Scores von TA und TI CD20-positiver B-
Zellen in den Kohorten II-1V.

Abbildung 8: TA und TI CD20-positiver B-Zellen. Priparat aus Kohorte mit geringer
Tumorlast. Es zeigten sich eine sehr deutliche Assoziation (Score 3) und auch eine deutliche

Infiltration (Score 2) in das Tumorgewebe.

Der Box-Plot in Abbildung 9 zeigt den Anteil CD20-positiver B-Zellen an der Gesamt-
Zellanzahl in den hotspots der Kohorten I-IV. Der Mann-Whitney-U-Test ergab keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Kohorten I-IV.
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Mittelwert und Median des Anteils CD20-positiver B-Zellen in den Kohorten werden in
Tabelle 18 dargestellt. Beide Werte waren deutlich hoher als bei den ibrigen

Immunfirbungen des Panels.

CD20
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Abbildung 9: Anteil CD20-positiver B-Zellen an der Gesamt-Zellanzahl in den Kohorten I-
IV.

Tabelle 18: Mittelwert und Median des Anteils CD20-positiver B-Zellen an der Gesamt-
Z.ellanzahl in den Kohorten I-1V

Kohorte I Kohorte II Kohorte III Kohorte IV

Mittelwert + s 0,699 £ 0,076 0,625 + 0,132 0,632 + 0,159 0,695 £ 0,145

Median 0,690 0,648 0,647 0,729

Mit einer Spearman-Rangkorrelation wurde untersucht, ob ein Anstieg von CD20 positiv
oder negativ mit anderen Antikérpern korrelierte. Dabei ergaben sich die in Tabelle 19
aufgefiihrten statistischen Signifikanzen. Alle Korrelationskoeffizienten waren positiv,
sodass ein Anstieg von CD20 mit einem Anstieg des jeweiligen in der Tabelle aufgeftihrten

Antikérpers verbunden war.

Tabelle 19: Signifikante Rangkorrelationen nach Spearman von CD20

CD57 CD68 Gata3 CD40 IDO

Korrelationskoeffizient 0,328 0,234 0,258 0,225 0,289

Signifikanz 0,004 0,044 0,026 0,046 0,013
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3.2.3 CD56

) o Vg ad e AR

Abbildung 10: Firbeergebnis CD56 mit dem DAKO Omnis, hofspot ohne Tumoranschnitt.

Im Firbeergebnis zeigte sich eine zytoplasmatisch-membrandse Anfirbung. Die

Farbintensitit des AntikOrpers war schwach bis moderat. Teilweise waren unspezifische

Hintergrundfirbungen ohne einen Finfluss auf die Auswertung erkennbar (siche Abbildung

10).

Wegen der geringen Zellzahl CD56-positiver NK-Zellen im Lymphknoten erwies sich die

Aufteilung in Jotspots als schwierig. Insgesamt waren acht Firbungen abgeschwemmt, die

deshalb aus der Auswertung herausgenommen wurden. Keine Anfirbung zeigte sich bei 15

Farbungen, was sich ebenfalls auf die allgemein geringe Anzahl positiver Zellen

zurickfihren ldsst.

Tabelle 20: Protokoll des Firbeergebnisses CD56

Kohorte Abgeschwemmte Abgeschwemmte Tumor- Tumor- Keine
(Fallanzahl)  Fille (Anzahl) Fille (Anteil) assoziation  infiltration  Anfirbung
1(12) 0 0 0 0 2

II (28) 3 0,10 3 3 7

111 (22) 4 0,18 2 2 2

IV (15) 1 0,06 6 6 4

Gesamt (77) | 8 0,10 11 11 15

Sowohl bei TA als auch TI war die Anzahl auswertbarer Paraffinschnitte limitiert, da

Lymphknotenareale mit Tumorgewebe ohne tumorspezifische Farbung nicht eindeutig

erkennbar, zu klein oder nicht mehr angeschnitten waren (siche Tabelle 20).
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Die wenigen CD56-positiven NK-Zellen zeigten keinerlei Assoziation an das Tumorgewebe.
TT war spirlich in zwei Fillen der Kohorte IV zu erkennen (sieche Abbildung 11). Statistisch

ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Kohorten II-1V.

CD56
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g 2
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@ 1
0.5
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Tumorassoziation Tumorinfiltration
m Kohorte 11 0 0
Kohorte IIT 0 0
m Kohorte IV 0 0.33

Abbildung 11: Mittelwerte der semiquantitativen Scores von T'A und TI CD56-positiver NK-
Zellen in den Kohorten II-1V.

Der Box-Plot in Abbildung 12 zeigt den Anteil angefirbter CD56-positiver NK-Zellen an
der Gesamt-Zellanzahl in den Jotspots der Kohorten I-IV. Der Mann-Whitney-U-Test ergab
folgende signifikante Unterschiede: Die Zellzahl in den Kohorten I, IT und IV war signifikant
vermindert gegentber Kohorte III (p = 0038, p = 0.005, p = 0,048)
Auch beim Vergleich der Kohorten I, IT und IV im Hinblick auf die Prognose zeigte sich
ein statistisch signifikanter Unterschied0,003). Der Anteil positiv angefirbter NK-Zellen war
im Vergleich zu den anderen Immunfirbungen des Panels sehr gering. Mittelwerte und
Mediane des Anteils CD56-positiver NK-Zellen in den Kohorten I-IV werden in der Tabelle
21 dargestellt.
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Abbildung 12: Anteil CD56-positiver NK-Zellen an der Gesamt-Zellanzahl in den Kohorten
I-1V.
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Tabelle 21: Mittelwert und Median des Anteils CD56-positiver NK-Zellen an der Gesamt-

Immunzellanzahl in den Kohorten I-IV

Kohorte 1 Kohorte 11 Kohorte 111 Kohotte IV

Mittelwert =5 | 0,000953 + 0,000944  0,0011 £ 0,0019  0,0027 = 0,0029  0,0017 £ 0,0029

Median 0,00071 0,00068 0,0018 0,00051

Mit einer Rangkorrelation nach Spearman wurde verglichen, ob ein Anstieg der CD56-
positiven Zellen negativ oder positiv mit dem Anteil anderer Antikérper korrelierte. Die
Spearman-Rangkorrelation ergab zwei statistische Signifikanzen (siche Tabelle 22). Beide
Korrelationskoeffizienten waren positiv, sodass ein Anstieg von CD56 mit einem Anstieg

des jeweiligen in der Tabelle aufgefithrten Antikérpers verbunden war.

Tabelle 22: Signifikante Rangkorrelationen nach Spearman von CD56

CD8 CD4

Kotrelationskoeffizient 0,339 0,571

Signifikanz 0,004 0,000
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Abbildung 13: Firbeergebnis CD57 mit dem DAKO Omnis, hospot ohne Tumoranschnitt.

Im Firbeergebnis zeigte sich eine zytoplasmatisch-membrandse Anfirbung. Die
Farbintensitit des Antikorpers war in allen Fillen stark. Die angefirbten Zellen waren
hauptsichlich in den Keimzentren lokalisiert. Hs waren keine unspezifischen
Hintergrundfirbungen erkennbar (siche Abbildung 13). Insgesamt waren sieben Firbungen
abgeschwemmt, welche deshalb aus der Auswertung herausgenommen wurden. Bei allen

Schnitten zeigte sich eine positive Anfirbung.

Tabelle 23: Protokoll des Firbeergebnisses CD57

Kohorte Abgeschwemmte  Abgeschwemmte  Tumor- Tumot- Keine
(Fallanzahl)  Fille (Anzahl) Fille (Anteil) assoziation infiltration  Anfirbung
1(12) 0 0 0 0 0

II (28) 5 0,17 3 3 0

111 (22) 2 0,09 2 2 0

IV (15) 0 0 7 7 0

Gesamt (77) | 7 0,09 12 12 0

Die Anzahl der fir die Auswertung von TA und T1 verfigbaren Schnitte war vermindert, da
das Tumorgewebe ohne tumorspezifische Immunfirbung nicht eindeutig identifizierbar, zu
klein oder nicht mehr angeschnitten war. Kohorte I fiel aufgrund zu geringer Tumorlast aus
der Auswertung heraus. Kohorte IV enthielt die meisten auswertbaren Paraffinschnitte
(sieche Tabelle 23). In den Kohorten II und IV war eine geringe TA < 25 % festzustellen und
Kohorte 11T zeigte keine TA (siche Abbildung 14). Der Mann-Whitney-U-Test ergab einen
signifikanten Unterschied (p = 0,001) zwischen den Kohorten III und IV, allerdings bei einer
sehr geringen Fallzahl in Kohorte II1I.
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Vereinzelt infiltrierten CD57-positive Zellen in das Tumorgewebe, allerdings ohne einen
erkennbaren Unterschied zwischen den Kohorten II-IV. Bei der subjektiven Betrachtung

erschien es so, als wirden sich in Tumornihe vermehrt Keimzentren ausbilden (siche

Abbildung 15).
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Abbildung 14: Mittelwerte der semiquantitativen Scores von TA und TI CD57-positiver
Zellen in den Kohorten II-1V.

Abbildung 15: TA CD57-positiver Zellen. Priparat mit geringer Tumorlast. Keimzentrum in
direkter Nihe zum Tumorgewebe ausgebildet. Die zirkulire Assoziation war gering (Score

1). Tumorinfiltrierende CD57-positive Zellen waren nicht vorhanden (Score 0).

Der Box-Plot in Abbildung 16 zeigt den Anteil angefirbter CD57-positiver Zellen an der
Gesamt-Zellanzahl in den hozspots der Kohorten I-1V.
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Der Mann-Whitney-U-Test ergab die folgenden signifikanten Unterschiede: Die Zellzahl
CD57-positiver Zellen in den Kohorten II und IV war signifikant erhoht gegentiber der
Kohorte I1T (p = 0.025, p = 0.005). Die Zellzahl in den Kohorten I und II war zusammen
signifikant erh6ht gegeniiber der Kohorte IIT (p = 0.026). Bei einer Zusammenfassung der
Kohorten I, IT und IV im Hinblick auf die Prognose war CD57 signifikant ethoht gegentiber
Kohorte IIT (p = 0.006). Mittelwerte und Mediane des Anteils CD57-positiver Zellen an der
Gesamt-Zellanzahl in den Kohorten I-IV werden in Tabelle 24 dargestellt.
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Abbildung 16: Anteil CD57-positiver Zellen an der Gesamt-Zellanzahl in den Kohorten I-
IV.

Tabelle 24: Mittelwert und Median des Anteils CD57-positiver Zellen an der Gesamt-
Zellanzahl in den Kohorten I-I1V

Kohotte I Kohorte II Kohorte III Kohotrte IV

Mittelwert + s 0,020 £ 0,010 0,028 £ 0,021 0,017 £ 0,016 0,032 £ 0,019

Median 0,017 0,024 0,010 0,030

Um zu tberpriifen, ob ein Anstieg der Anzahl CD57-positiver Zellen positiv oder negativ
mit anderen Antikérpern korrelierte, wurde eine Rangkorrelation nach Spearman
durchgefithrt. Die Spearman-Rangkorrelation zeigte zwei statistische Signifikanzen (siche
Tabelle 25). Beide Korrelationskoeffizienten waren positiv, sodass ein Anstieg von CD57

mit einem Anstieg des jeweiligen in der Tabelle aufgefithrten Antikérpers verbunden war.

Tabelle 25: Signifikante Rangkorrelationen nach Spearman von CD57

MCT CD20

Korrelationskoeffizient 0,336 0,328

Signifikanz 0,004 0,004
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3.2.5 CD68

Abbildung 17: Firbeergebnis CD68 mit dem DAKO Omnis, hospot ohne Tumoranschnitt.

Im Firbeergebnis zeigte sich eine zytoplasmatisch-membrandse Anfirbung. Die
Farbintensitit des AntikOrpers war in allen Fillen stark. Es waren keine unspezifischen
Hintergrundfirbungen erkennbar (siche Abbildung 17). Insgesamt waren neun Firbungen
abgeschwemmt, die deshalb aus der Auswertung herausgenommen wurden Bei allen

Schnitten zeigte sich eine positive Anfarbung.

Tabelle 26: Protokoll des Firbeergebnisses CD68

Kohorte Abgeschwemmte Abgeschwemmte Tumort- Tumort- Keine
(Fallanzahl)  Fille (Anzahl) Fille (Anteil) assoziation  infiltration  Anfirbung
1(12) 1 0,08 0 0 0

1T (28) 4 0,14 3 3 0

111 (22) 3 0,13 4 4 0

IV (15) 1 0,06 8 8 0

Gesamt (77) | 9 0,11 15 15 0

Die zur Auswertung von TA und TI verfiighbaren Paraffinschnitte waren limitiert, da das
Tumorgewebe im LK ohne tumorspezifische Immunfirbung oft nicht erkennbar, zu klein
oder nicht mehr angeschnitten war. Kohorte I enthielt aufgrund der geringen Tumorlast
keine auswertbaren Schnitte. Kohorte IV enthielt wegen der hohen Tumorlast die meisten
auswertbaren Paraffinschnitte (siche Tabelle 26). In den Kohorten II-IV zeigte sich die
Assoziation CD68-positiver Makrophagen an das Tumorgewebe, was mit einem mittleren
Score von 1,88 am stirksten in der Kohorte IV ausgeprigt war (siehe Abbildungen 18 und
19). Der Unterschied war aber nicht signifikant.
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In Kohorte IV war auch die Tumorinfiltration CD68-positiver Makrophagen am stirksten
ausgeprigt, wobei der Unterschied gegeniiber den Kohorten I und III nach dem Mann-
Whitney-U-Test signifikant war (p = 0,045).
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Abbildung 18: Mittelwerte der semiquantitativen Scores von TA und TI CDG68-positiver
Makrophagen in den Kohorten II-IV.

Abbildung 19: TA und TI CD68-positiver Makrophagen. Priparat mit hoher Tumorlast. Es

zeigten sich eine sehr deutliche Tumorassoziation (Score 3) und Tumorinfiltration (Score 2).

Der Box-Plot in Abbildung 20 zeigt den Anteil angefirbter CD68-positiver Makrophagen an
der Gesamt-Zellanzahl in den Jotspots der Kohorten I-IV. Der Mann-Whitney-U-Test ergab
folgende signifikante Unterschiede: Die Zellzahl in Kohorte I war signifikant erhoht
gegentiber der Kohorte III (p = 0.10). Bei einer Zusammenfassung der Kohorten I und II
war die Zellzahl signifikant erhoht gegentiber der Kohorte IIT (p = 0,042).
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Bei einer Zusammenfassung der Kohorten I, IT und IV im Hinblick auf die Prognose war
CD068 in ihnen signifikant erhoht gegeniiber der Kohorte III (p = 0.042). Die Mittelwerte
und Mediane des Anteils CD68-positiver Makrophagen in den Kohorten I-IV werden in der
Tabelle 27 dargestellt.
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Abbildung 20: Anteil CD68-positiver Makrophagen an der Gesamt-Zellanzahl in den
Kohorten I-1V.

Tabelle 27: Mittelwert und Median des Anteils CD68-positiver Makrophagen an der Gesamt-
Zellanzahl in den Kohorten I-1V

Kohotte I Kohorte II Kohorte III Kohorte IV
Mittelwert £ s 0,108 £ 0,044 0,080 = 0,050 0,066 £ 0,046 0,081 £ 0,043
Median 0,110 0,073 0,055 0,080

Mit der Spearman-Rangkorrelation wurde untersucht, ob ein Anstieg von CD68 mit dem
Anstieg anderer Antikérper korrelierte. Dabei zeigten sich die in Tabelle 28 aufgefiihrten
Korrelationen. Alle Korrelationskoeffizienten waren positiv, sodass ein Anstieg von CDG68

mit einem Anstieg des jeweiligen in der Tabelle aufgefithrten Antikorpers verbunden war.

Tabelle 28: Signifikante Rangkorrelationen nach Spearman von CD68

MCT CDla CD20 CD8 CD4 Gata3 CD40 IDO

Korrelationskoeffizient 0323 0291 0234 0360 0324 0387 0314 0,377

Signifikanz 0,008 0,012 0,044 0,002 0,007 0,001 0,006 0,001
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3.2.6 CDI1la

Abbildung 21: Firbeergebnis CD1a mit dem DAKO Omnis, hotspot ohne Tumoranschnitt.

Im Firbeergebnis zeigte sich eine zytoplasmatisch-membrandse Anfirbung. Die
Farbintensitit des AntikOrpers war in allen Fallen stark (siche Abbildung 21). Teilweise waren
unspezifische Hintergrundfarbungen erkennbar, die sich aber nicht auf die Auswertung
auswirkten. Insgesamt waren acht Firbungen abgeschwemmt, welche die deshalb aus der

Auswertung herausgenommen wurden. Zwei Schnitte zeigten keine Anfirbung.

Tabelle 29: Protokoll des Firbeergebnisses CD1a

Kohorte Abgeschwemmte Abgeschwemmte Tumor- Tumot- Keine
(Fallanzahl)  Fille (Anzahl) Fille (Anteil) assoziation  infiltration Anfirbung
1(12) 1 0,08 0 0 0

1T (28) 3 0,10 4 4 1

111 (22) 2 0,09 5 5 0

IV (15) 2 0,13 7 7 1

Gesamt (77) | 8 0,10 16 16 2

Die Anzahl der zur Auswertung von TA und TI geeigneten Paraffinschnitte war gering, da
in vielen Fillen das Tumorgewebe ohne tumorspezifische Immunfirbung nicht
identifizierbar, zu klein oder nicht mehr angeschnitten war. Kohorte I enthielt aufgrund der
sehr geringen Tumorlast keine auswertbaren Paraffinschnitte. Die meisten auswertbaren
Paraffinschnitte waren in Kohorte IV zu finden, was auf die groflere Tumorlast
zuriickzufiihren war (siche Tabelle 29). Der mittlere Score von TA und TI lag in den
Kohorten bei < 1 und war dementsprechend in den Kohorten II-IV gering (siehe Abbildung
22). Der Mann-Whitney-U-Test zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Kohorten II-1V.
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Zwei Fille wiesen eine Expression von CD1a durch das Tumorgewebe auf (siche Abbildung
23).
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Abbildung 22: Mittelwerte der semiquantitativen Scores von TA und TI CDla-positiver
dendritischer Zellen in den Kohorten II-IV.
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Abbildung 23: Expression von CD1a durch das Tumorgewebe. A) Das Priparat zeigte eine
starke Expression bei hoher Tumortlast. B) Das Priparat zeigte eine partielle Expression bei

geringer Tumorlast.

Der Box-Plot in Abbildung 24 zeigt den Anteil angefirbter CD1a-positiver dendritischer
Zellen in den hotspots der Kohorten I-IV. Der Mann-Whitney-U-Test ergab folgende
signifikante Unterschiede: Die Zellzahl in Kohorte I war signifikant erh6ht gegentiber der
Kohorte IV (p = 0.005). Bei einer Zusammenfassung der Kohorten I und II war die Zellzahl
signifikant erh6ht gegeniiber der Kohorte IV (p = 0,012).

Bei einer Zusammenfassung der Kohorten I, IT und III im Hinblick auf die Tumorlast war
CD1a in ihnen signifikant erhéht gegeniiber der Kohorte IV (p = 0.017). Mittelwerte und
Mediane des Zellanteils CD1a-positiver dendritischer Zellen in den Kohorten I-IV werden
in Tabelle 30 dargestellt.
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Abbildung 24: Anteil CD1a-positiver dendritischer Zellen an der Gesamt-Zellanzahl in den
Kohorten I-IV.
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Tabelle 30: Mittelwert und Median des Anteils CD1a-positiver dendritischer Zellen an der
Gesamt-Zellanzahl in den Kohorten I-IV

Kohorte 1 Kohortte IT Kohorte ITI Kohotte IV

Mittelwert + s 0,081 £ 0,042 0,093 £ 0,080 0,075 £ 0,063 0,040 £ 0,026

Median 0,075 0,063 0,061 0,037

Mit einer Spearman-Rangkorrelation wurde Gberprift, ob ein Anstieg CDla-positiver
dendritischer Zellen positiv oder negativ mit anderen Antikérpern korrelierte. Dabei ergaben
sich die in Tabelle 31 aufgefithrten statistischen Signifikanzen. Die Korrelationskoeftizienten
waren positiv, sodass ein Anstieg von CD1a mit einem Anstieg des jeweiligen in der Tabelle

aufgefiihrten Antikérpers verbunden war.

Tabelle 31: Signifikante Rangkorrelationen nach Spearman von CD1a

MCT CD68 Gata3

Kotrelationskoeffizient 0,241 0,291 0,393

Signifikanz 0,048 0,012 0,001
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3.2.7 CD138

Abbildung 25: Farbeergebnis CDD138 mit dem DAKO Omnis, hofspot ohne Tumoranschnitt.

Im Firbeergebnis zeigte sich eine zytoplasmatisch-membrandse Anfirbung. Die
Farbintensitit des Antikorpers war moderat bis stark (siehe Abbildung 25). Teilweise waren
leichte und unspezifische Hintergrundfirbungen ohne einen Einfluss auf die Auswertung
erkennbar. Zehn Paraffinschnitte waren von Abschwemmungen betroffen, die deshalb aus
der Auswertung herausgenommen wurden. Bei keinem Schnitt war die Immunfirbung

negativ.

Tabelle 32: Protokoll des Firbeergebnisses CID138

Kohorte Abgeschwemmte Abgeschwemmte Tumor- Tumor- Keine
(Fallanzahl)  Fille (Anzahl) Fille (Anteil) assoziation  infiltration  Anfirbung
1(12) 1 0,08 0 0 0

1T (28) 6 0,21 5 5 0

111 (22) 2 0,09 5 5 0

IV (15) 1 0,06 6 6 0

Gesamt (77) | 10 0,13 16 16 0

Die Anzahl der fir die Analyse von TA und TT geeigneten Paraffinschnitte in den Kohorten
I-IV war vermindert, weil das Tumorgewebe ohne tumorspezifische Immunfirbung nicht
eindeutig als solches zu identifizieren, angeschnittenes Tumorgewebe fiir die Auswertung
zu klein oder nicht mehr angeschnitten war. Kohorte 1 wies wegen der sehr geringen
Tumorlast keine auswertbaren Fille auf. Die auswertbaren Paraffinschnitte waren
gleichmidBig auf die Kohorten II-IV verteilt (siche Tabelle 32). Die grofite mittlere TA wies
Kohorte IV (Score 1,33) auf und der Unterschied gegeniiber Kohorte III (Score 0,4) war
dem Mann-Whitney-U-Test zufolge signifikant (p = 0,01; siche Abbildung 206).
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Der Unterschied des Scores zwischen den Kohotrten II und IV war ohne statistische
Signifikanz. Eine TT weniger CD138-positiver Zellen war lediglich in Kohorte IV zu finden
und der Unterschied gegentiber den Kohorten IT und III war statistisch signifikant (p =
0,001; siche Abbildung 27).
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Abbildung 26: Mittelwerte der semiquantitativen Scores von TA und TI CD138-positiver
Plasmazellen in den Kohorten II-1V.

Abbildung 27: TA und TI CD138-positiver Plasmazellen. In dem Priparat mit hoher

Tumorlast zeigten sich eine deutliche Tumorassoziation (Score 2) und eine geringe

Infiltration (Score 1).

Der Box-Plot in Abbildung 28 zeigt den Anteil angefirbter CD138-positiver Plasmazellen
an der Gesamt-Zellzahl in den hozspots der Kohorten I-IV.
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Der Mann-Whitney-U-Test ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den Kohorten
I-IV. Mittelwerte und Mediane der Zellanzahl der Kohorten I-IV werden in der Tabelle 33
dargestellt.
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Abbildung 28: Anteil CD138-positiver Plasmazellen an der Gesamt-Zellanzahl in den
Kohorten I-1V.

Tabelle 33: Mittelwert und Median des Anteils CD138-positiver Plasmazellen an der Gesamt-
Zellanzahl in den Kohorten I-1V

Kohotte I Kohorte II Kohorte III Kohorte IV

Mittelwert + s 0,083 £ 0,077 0,080 £ 0,079 0,075 £ 0,062 0,109 £ 0,142

Median 0,059 0,045 0,054 0,054

Mit einer Spearman-Rangkorrelation wurde uberpriift, ob die Anzahl CD138-positiver
Plasmazellen positiv oder negativ mit der Anzahl anderer Zellen korrelierte. Dabei ergaben
sich die in Tabelle 34 aufgeftihrten statistischen Signifikanzen. Alle Korrelationskoeftizienten
waren positiv, sodass ein Anstieg von CD138 mit einem Anstieg des jeweiligen in der Tabelle

aufgefihrten Antikérpers verbunden war.

Tabelle 34: Signifikante Rangkorrelationen nach Spearman von CD138

MCT CD4 CD80 CD40

Kotrelationskoeffizient 0,384 0,244 0,574 0,318

Signifikanz 0,001 0,050 0,000 0,006
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3.2.8 Mast Cell Tryptase (MCT)
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Abbildung 29: Firbeergebnis MCT mit dem DAKO Omnis, hofspot ohne Tumoranschnitt.

Im Firbeergebnis zeigte sich eine zytoplasmatisch-membrandse Anfirbung, die vielfach
granulir vorlag. Die Farbintensitit des Antikérpers war stark (siche Abbildung 29). Die
Mastzellen  befanden  sich  interfollikulir. Es  waren keine unspezifischen
Hintergrundfirbungen erkennbar. Insgesamt waren zwolf Firbungen abgeschwemmt, die
deshalb aus der Auswertung herausgenommen wurden. Bei allen Schnitten zeigte sich eine

positive Anfirbung.

Tabelle 35: Protokoll des Firbeergebnisses MCT

Kohorte Abgeschwemmte Abgeschwemmte Tumor- Tumor- Keine
(Fallanzahl)  Fille (Anzahl) Fille (Anteil) assoziation  infiltration  Anfirbung
1(12) 1 0,08 0 0 0

1T (28) 8 0,28 3 3 0

111 (22) 3 0,13 4 4 0

IV (15) 1 0,06 7 7 0

Gesamt (77) | 12 0,17 14 14 0

Die Anzahl der zur Auswertung von TA und TI geeigneten Paraffinschnitte war vermindert,
da Tumorgewebe ohne tumorspezifische Immunfirbung nicht eindeutig als solches
identifiziert werden konnte, das im LK enthaltene Tumorgewebe zu klein oder nicht mehr
angeschnitten war. Kohorte 1 enthielt aufgrund der sehr geringen Tumorlast keine
auswertbaren Schnitte und fiel deshalb aus der Auswertung heraus. Die meisten
auswertbaren Schnitte waren in Kohorte IV zu finden (siehe Tabelle 35). Die Scores fiir TA
und TT in den Kohorten II-IV waren gering (Score < 1; siche Abbildungen 30 und 31). Es

gab keine signifikanten Unterschiede zwischen den Kohorten.
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Abbildung 30: Mittelwerte der semiquantitativen Scores von TA und TI MCT-positiver
Mastzellen in den Kohorten II-1V.
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Abbildung 31: TI MCT-positiver Mastzellen. In diesem Praparat mit hoher Tumorlast zeigte
sich eine geringe Tumorinfiltration (Score 1) und eine Tumorassoziation war nicht

vorhanden (Score 0).

Der Box-Plot in Abbildung 32 zeigt den Anteil angefarbter MCT-positiver Mastzellen an der
Gesamt-Zellzahl in den hotspots der Kohorten I-IV. Der Mann-Whitney-U-Test ergab
folgende signifikante Unterschiede zwischen den Kohorten: Die Zellzahl in den Kohorten
IIT und IV war signifikant vermindert gegeniiber der Kohorte II (p = 0.035, p = 0.046).
Mittelwerte und Mediane des CD138-positiv angefirbten Zellanteils der Kohorten I-IV
werden in der Tabelle 36 dargestellt.
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Abbildung 32: Anteil MCT-positiver Mastzellen an der Gesamt-Zellanzahl in den Kohorten
I-IV.

Tabelle 36: Mittelwert und Median des Anteils MCT-positiver Mastzellen an der Gesamt-
Zellanzahl in den Kohorten I-1V

Kohorte 1 Kohorte I1 Kohorte IT1 Kohorte IV

Mittelwert + s 0,041 + 0,032 0,044 = 0,017 0,035 %+ 0,028 0,031 £ 0,016

Median 0,025 0,042 0,023 0,027

Um zu vergleichen, ob ein Anstieg MCT-positiver Mastzellen positiv oder negativ mit
anderen Antikérpern des Panels korrelierte, wurde eine Rangkorrelation nach Spearman
angewendet. Dabei ergaben sich die in Tabelle 37 aufgefiihrten statistischen Signifikanzen.
Die Korrelationskoeffizienten waren positiv, sodass ein Anstieg MCT-positiver Mastzellen

mit einem Anstieg des jeweiligen in der Tabelle aufgefithrten Antikérpers verbunden war.

Tabelle 37: Signifikante Rangkorrelationen nach Spearman von MCT

CD138 CD57 CD1la CD68 CD80 CD40

Kortrelationskoeffizient 0,384 0,336 0,241 0,323 0,262 0,256

Signifikanz 0,001 0,004 0,048 0,008 0,033 0,031



3 Ergebnisse 55

3.3 TH2-polarisierte T-Helferzellen

331 CD4

Abbildung 33: Firbeergebnis CD4 mit dem DAKO Omunis, hofspot ohne Tumoranschnitt.

Im Farbeergebnis zeigte sich eine zytoplastmatisch-membrandse Anfirbung. Die
Farbintensitit des Antikérpers war in den meisten Fillen stark, vereinzelt aber auch schwach
ausgeprigt (siche Abbildung 33). Teilweise waren unspezifische Hintergrundfirbungen
erkennbar. Diese hatten aber keinen Einfluss auf die Auswertung. Insgesamt waren 13
Farbungen abgeschwemmt, die deshalb aus der Auswertung herausgenommen wurden. Bei

neun Schnitten zeigte sich keine Anfirbung.

Tabelle 38: Protokoll des Firbeergebnisses CD4

Kohorte Abgeschwemmte Abgeschwemmte Tumor- Tumor- Keine
(Fallanzahl)  Fille (Anzahl) Fille (Anteil) assoziation  infiltration Anfirbung
1(12) 1 0,08 0 0 1

1T (28) 6 0,21 4 4 4

11T (22) 4 0,18 3 3 3

IV (15) 2 0,13 6 6 1

Gesamt (77) | 13 0,16 13 13 9

Die Anzahl der zur Analyse von TA und TI geeigneten Paraffinschnitte war gering, da
tumorinfiltrierte Areale des LK ohne tumorspezifische Firbung nicht mehr erkennbar, zu
klein oder nicht mehr angeschnitten waren. Kohorte I enthielt keine auswertbaren Fille und

tiel deshalb aus der Auswertung heraus.
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Die meisten auswertbaren Fille waren in Kohorte IV zu finden (siche Tabelle 38). Die TA
fiel am h6chsten in Kohorte IV aus, war allerdings mit einem mittleren Score von 1 dennoch
gering. Der Unterschied gegeniiber den Kohorten II und III war gering und nicht signifikant.
Auch die TT fiel in den Kohorten III und IV gering (Score <1) aus und in Kohorte II war
keine TT festzustellen. Die leichten Unterschiede zwischen den Kohorten waren statistisch

nicht signifikant (siche Abbildungen 34 und 35).
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Abbildung 34: Mittelwerte der semiquantitativen Scores von TA und T1 CD4-positiver T-
Helferzellen in den Kohorten II-IV.

Abbildung 35: TA und TI CD4-positiver T-Helferzellen. In diesem Pridparat mit hoher
Tumorlast zeigten sich eine deutliche Tumorassoziation (Score 2) und eine geringe

Tumorinfiltration (Score 1).
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Der Box-Plot in Abbildung 36 zeigt den Anteil angefirbter CD4-positiver T-Zellen an der
Gesamt-Zellanzahl in den hotspots der Kohorten I-IV. Der Mann-Whitney-U-Test ergab
folgende signifikante Unterschiede: Die Zellzahl in Kohorte I war signifikant erhoht
gegeniiber Kohorte IT (p = 0.009). Kohorte I war ebenfalls gegentiber den Kohorten I1I und
IV erh6ht, wobei diese Erhdhung allerdings nicht statistisch signifikant war. Mittelwerte und
Mediane des Anteils CD4-positiver Zellen an der Anzahl aller Zellen der Kohorten I-IV
werden in der Tabelle 39 dargestellt.
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Abbildung 36: Anteil CD4-positiver T-Helferzellen an der Gesamt-Zellanzahl in den
Kohorten I-IV.

Tabelle 39: Mittelwert und Median des Anteils CD4-positiver T-Helferzellen an der Gesamt-
Z.ellanzahl in den Kohorten I-1V

Kohorte 1 Kohorte I1 Kohorte III Kohorte IV
Mittelwert £ s 0,209 + 0,149 0,073 £ 0,128 0,095 £ 0,111 0,096 £ 0,108
Median 0,207 0,018 0,020 0,043

Um zu vergleichen, ob ein Anstieg CD4-positiver Zellen negativ oder positiv mit anderen
Antikérpern des Panels korrelierte, erfolgte eine Rangkorrelation nach Spearman. Die Spearman-
Rangkorrelation ergab mehrere statistische Signifikanzen (siche Tabelle 40). Die
Korrelationskoeffizienten waren zumeist positiv, sodass ein Anstieg von CD4 mit einem Anstieg
des jeweiligen Antikérpers verbunden war. Im Falle von iNOS lag eine negative Korrelation vor,

sodass ein Anstieg CD4-positiver T-Zellen zu einer Verminderung von iNOS fiihrte.

Tabelle 40: Signifikante Rangkorrelationen nach Spearman von CD4

CD138 CD56 CD68 CD8 Gata3 iNOS CD80 CD40

Korrelationskoeffizient 0244 0571 0324 0608 0314 0262 0,269 0,380

Signifikanz 0,05 0,000 0,007 0,000 0,008 0,035 0,026 0,001
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3.3.2 GATA3
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Abbildung 37: Firbeergebnis GATA3 mit dem DAKO Omnis, hozspot ohne Tumoranschnitt.

Im Farbeergebnis zeigte sich eine nukleare Anfirbung. Die Farbintensitit des Antikorpers

war schwach bis moderat (siche Abbildung 37). Es waren keine unspezifischen

Hintergrundfirbungen vorhanden. Insgesamt waren acht Firbungen abgeschwemmt, die

deshalb aus der Auswertung herausgenommen wurden. Neun Schnitte zeigten keine

Anfarbung.

Tabelle 41: Protokoll des Firbeergebnisses GATA3

Kohorte Abgeschwemmte Abgeschwemmte Tumor- Tumor- Keine
(Fallanzahl)  Fille (Anzahl) Fille (Anteil) assoziation  infiltration  Anfirbung
1(12) 1 0,08 0 0 1

1T (28) 4 0,14 3 3 3

111 (22) 1 0,04 5 5 3

IV (15) 2 0,13 6 6 2

Gesamt (77) | 8 0,10 14 14 9

Die Anzahl der zur Bewertung von TA und TT geeigneten Paraffinschnitte war vermindert,

weil das Tumorgewebe ohne tumorspezifische Immunfirbung nicht erkennbar, zu klein oder

nicht mehr angeschnitten war. Kohorte I fiel wegen fehlender auswertbarer Schnitte aus der
Auswertung heraus (siche Tabelle 41). Sowohl TA als auch T1 konnten in den Kohorten II1

und IV in geringem Ausmal festgestellt werden (Score < 1) . Kohorte II zeigte sehr geringe

TA und TI war nicht festzustellen (siche Abbildungen 38 und 39).
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Die Unterschiede zwischen den Kohorten II, IIT und IV waren nach dem Mann-Whitney-
U-Test nicht signifikant.
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Abbildung 38: Mittelwerte der semiquantitativen Scores von TA und TT GATA3-positiver
Zellen in den Kohorten II-1V.
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Abbildung 39: TA und TI GATA3-positiver Zellen. In diesem Priparat mit hoher Tumorlast
zeigte sich eine geringe Tumorassoziation (Score 1) und eine geringe Tumorinfiltration
(Score 1).

Der Box-Plot in Abbildung 40 zeigt den Anteil angefiarbter GATA3-positiver Zellen an der
Gesamt-Zellanzahl in den hotspots der Kohorten I-IV. Der Mann-Whitney-U-Test ergab
folgende signifikante Unterschiede: Die Zellzahl in Kohorte I war signifikant erhoht
gegeniiber den Kohorten II und III (p = 0.026, p = 0.004).
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Mittelwerte und Mediane des Anteils GATA3-positiver Zellen an der Gesamt-Zellzahl der
Kohorten I-IV werden in der Tabelle 42 dargestellt.
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Abbildung 40: Anteil GATA3-positiver Zellen an der Gesamt-Zellanzahl in den Kohorten
I-IV.

Tabelle 42: Mittelwert und Median des Anteils GATA3-positiver Zellen an der Gesamt-
Z.ellanzahl in den Kohorten I-1V

Kohotte I Kohorte II Kohorte III Kohorte IV

Mittelwert + s 0,079 £ 0,068 0,025 = 0,038 0,011 + 0,011 0,034 + 0,042

Median 0,077 0,006 0,006 0,015

Mit einer Spearman-Rangkorrelation wurde berpriift, ob ein Anstieg von GATA3 positiv
oder negativ mit anderen Antikérpern korrelierte. Dabei ergaben sich mehrere statistische
Signifikanzen (siche Tabelle 43). Die Korrelationskoeffizienten waren positiv, sodass ein
Anstieg von GATA3 mit einem Anstieg des jeweiligen in der Tabelle aufgefithrten

Antikérpers verbunden war.

Tabelle 43: Signifikante Rangkorrelationen nach Spearman von GATA3

CDla CD68 CD20 CD8 CD4 CD25 CD40 IDO

Korrelationskoeffizient 0,393 0,387 0,258 0,246 0,314 0,318 0,533 0,482

Signifikanz 0,001 0,001 0,026 0,039 0008 0,006 0,000 0,000
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3.4 Kostimulatorische Molekiile antigenprisentierender Zellen

3.41 CD40

Abbildung 41: Firbeergebnis CD40 mit dem DAKO Autostainer Link 48, hotspot ohne

Tumoranschnitt.

Im Farbeergebnis zeigte sich eine zytoplasmatisch-membranése Anfirbung. Die
Farbintensitit des Antikérpers war moderat bis stark (siche Abbildung 41). Teilweise waren
unspezifische Hintergrundfirbungen ohne FEinfluss auf die Auswertung erkennbar.
Insgesamt waren drei Firbungen abgeschwemmt, die deshalb aus der Auswertung

herausgenommen wurden. Bei allen Schnitten zeigte sich eine positive Anfirbung.

Tabelle 44: Protokoll des Firbeergebnisses CID40

Kohorte Abgeschwemmte Abgeschwemmte Tumor- Tumor- Keine
(Fallanzahl)  Fille (Anzahl) Fille (Anteil) assoziation  infiltration  Anfirbung
1(12) 0 0 0 0 0

1T (28) 3 0,10 3 3 0

11T (22) 0 0 6 6 0

IV (15) 0 0 7 7 0

Gesamt (77) | 3 0,04 16 16 0

Die Anzahl der zur Bewertung von TA und TI geeigneten Paraffinschnitte war vermindert,
weil das Tumorgewebe ohne tumorspezifische Immunfirbung nicht erkennbar, zu klein oder
nicht mehr angeschnitten war. Kohorte I enthielt wegen der sehr kleinen Tumorlast keine
auswertbaren Paraffinschnitte (siche Tabelle 44). TA konnte in den Kohorten II, I und IV
festgestellt werden.
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Kohorte III zeigte einen geringen Score < 1 und die Kohorten II und IV zeigten im Mittel
eine zirkuldre Assoziation von 26-50 %. Die Unterschiede waren aber nicht signifikant. Die
TI war in den Kohorten II und IV sehr gering (Score < 1) und Kohorte III wies keine TI
auf. Die Unterschiede waren nicht signifikant (siche Abbildungen 42 und 43).
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Abbildung 42: Mittelwerte der semiquantitativen Scores von TA und TI CD40-positiver
Zellen in den Kohorten II-1V.

Abbildung 43: TA und TI CDA40-positiver Zellen. In dem Priparat mit hoher Tumorlast
zeigte sich eine deutliche Tumorassoziation (Score 2) und eine geringe Tumorinfiltration
(Score 1).
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Der Box-Plot in Abbildung 44 zeigt den Anteil angefirbter CD40-positiver Zellen an der
Gesamt-Zellanzahl in den hotspots der Kohorten I-IV. Der Mann-Whitney-U-Test ergab
keine signifikanten Unterschiede in der Zellanzahl. Mittelwerte und Mediane des positiv

angefirbten Zellanteils der Kohorten I-IV werden in der Tabelle 45 dargestellt.
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Abbildung 44: Anteil CD40-positiver Zellen an der Gesamt-Zellanzahl in den Kohorten I-
IV.

Tabelle 45: Mittelwert und Median des Anteils CD40-positiver Zellen an der Gesamt-
Zellanzahl in den Kohorten I-1V

Kohotte I Kohorte II Kohorte III Kohorte IV

Mittelwert + s 0,072 £ 0,050 0,046 £ 0,036 0,052 £ 0,057 0,064 £+ 0,057

Median 0,062 0,029 0,032 0,031

Mit einer Spearman-Rangkorrelation sollte Gberprift werden, ob ein Anstieg der Zellanzahl
CDA40-positiver Zellen positiv oder negativ mit anderen Antikérpern des Panels korrelierte.
Dabei ergaben sich die in Tabelle 46 aufgefiihrten statistischen Signifikanzen. Die
Korrelationskoeffizienten waren positiv, sodass ein Anstieg von CD40 demnach mit einem

Anstieg des jeweiligen in der Tabelle aufgefiihrten Antikrpers verbunden war.

Tabelle 46: Signifikante Rangkorrelationen nach Spearman von CD40

CD138 MCT CD68 CD20 CD8 CD4 Gata3 CD25 CD80 IDO

Korrelations- 0,318 0,256 0,314 0,225 0,271 0,380 0,533 0,453 0,370 0,293

koeffizient

Signifikanz 0,006 0,031 0006 0046 0,020 0001 0000 0000 0,001 0,011
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Abbildung 45: Firbeergebnis CD80 mit dem DAKO Autostainer Link 48, hotspot ohne

Tumoranschnitt.

Im Firbeergebnis zeigte sich eine zytoplasmatisch-membranése Anfirbung. Die
Farbintensitit des Antikérpers war moderat bis stark (siche Abbildung 45). Teilweise waren
leichte unspezifische Hintergrundfirbungen ohne Einfluss auf die Auswertung erkennbar.
Insgesamt waren zehn Firbungen abgeschwemmt, die deshalb aus der Auswertung

herausgenommen wurden. Bei zwolf Schnitten zeigte sich keine Anfirbung.

Tabelle 47: Protokoll des Firbeergebnisses CD80

Kohorte Abgeschwemmte Abgeschwemmte Tumor- Tumor- Keine
(Fallanzahl)  Fille (Anzahl) Fille (Anteil) assoziation  infiltration  Anfirbung
1(12) 0 0 0 0 3

1T (28) 4 0,14 4 4 4

111 (22) 2 0,09 3 3 3

IV (15) 4 0,26 6 6 2

Gesamt (77) | 10 0,13 13 13 12

Die Auswertung von TA und TI war eingeschrinkt, da das angeschnittene Tumorgewebe in
einigen Paraffinschnitten zu klein war, um es ohne tumorspezifische Immunfirbung zu
erkennen, oder nicht mehr angeschnitten war. Kohorte I fiel wegen der sehr geringen
Tumorlast aus der Auswertung heraus (siche Tabelle 47). Die TA CD80-positiver Zellen war
in den Kohorten II und IV sehr gering (Score < 1) und Kohorte III zeigte keine TA. Die
Unterschiede waren statistisch nicht signifikant. Auch TT zeigte sich nur sehr vereinzelt in
geringem Ausmal in den Kohorten III und IV (Score < 1) und die Kohorte II zeigte keine
TI. Die Unterschiede waren aber nicht signifikant (siche Abbildungen 46 und 47).
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Abbildung 46: Mittelwerte der semiquantitativen Scores von TA und TI CD80-positiver
Zellen in den Kohorten II-1V.

Abbildung 47: TA und TI CD80-positiver Zellen. In diesem Priparat mit hoher Tumorlast
zeigte sich eine geringe Tumorassoziation (Score 1) und eine geringe Tumorinfiltration
(Score 1).

Der Box-Plot in Abbildung 48 zeigt den Anteil angefirbter CD80-positiver Zellen an der
Gesamt-Zellanzahl in den hotspots der Kohorten I-IV. Der Mann-Whitney-U-Test ergab
keine signifikanten Unterschiede. Mittelwerte und Mediane des Anteils CD80-positiver
Zellen der Kohorten I-IV werden in der Tabelle 48 dargestellt.



3 Ergebnisse 66

CD80
0.07
0.06
0.05
0.04
0.03
0.02
0.01
0 - '
Kohorte 1 Kohorte 11 Kohorte 111 Kohorte IV

Abbildung 48: Anteil CD80-positiver Zellen an der Gesamt-Zellanzahl in den Kohorten I-
IV.

Tabelle 48: Mittelwert und Median des Anteils CD80-positiver Zellen an der Gesamt-
Zellanzahl in den Kohorten I-1V

Kohorte 1 Kohorte I1 Kohorte IT1 Kohorte IV

Mittelwert + s 0,018 £ 0,017 0,013 = 0,016 0,008 + 0,018 0,016 £ 0,018

Median 0,017 0,006 0,003 0,009

Mit einer Spearman-Rangkorrelation sollte tiberpriift werden, ob ein Anstieg CD80-positiver
Zellen positiv oder negativ mit anderen Antikérpern des Panels korrelierte. Dabei ergaben
sich die in Tabelle 49 aufgefiihrten statistischen Signifikanzen. Die positiven
Korrelationskoeffizienten weisen darauf hin, dass ein Anstieg von CD80 mit einem Anstieg
des jeweiligen in der Tabelle aufgefithrten Antikérpers verbunden war. Im Falle von iNOS
ergab sich eine negative Korrelation, sodass ein Anstieg von CD80 demnach mit einer

Verminderung von iNOS korrelierte.

Tabelle 49: Signifikante Rangkorrelationen nach Spearman von CD80

CD138 MCT CD4 iNOS CD25 CD40 IDO

Korrelationskoeffizient 0,574 0,262 0,269 -0,253 0,288 0,370 0,243

Signifikanz 0,000 0,033 0026 0037 0015 0,001 0,039
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3.5 Induzierbare Stickstoffmonooxid-Synthase

3.5.1 iNOS

Abbildung 49: Firbeergebnis iNOS mit dem DAKO Autostainer Link 48, Jotspor ohne

Tumoranschnitt.

Im Farbeergebnis zeigte sich eine zytoplasmatisch-membranése Anfirbung. Die
Farbintensitit des Antikérpers war schwach bis moderat. Die meisten Paraffinschnitte
zeigten nur wenige positiv angefirbte Zellen, die weit verstreut waren (siche Abbildung 49).
Teilweise gab es unspezifische Hintergrundfiarbungen ohne Auswirkung auf die Auswertung.
Insgesamt waren 14 Firbungen abgeschwemmt, die deshalb aus der Auswertung

herausgenommen wurden. Bei zwo6lf Schnitten zeigte sich keine Anfarbung.

Tabelle 50: Protokoll des Firbeergebnisses iNOS

Kohorte Abgeschwemmte Abgeschwemmte Tumor- Tumor- Keine
(Fallanzahl)  Fille (Anzahl) Fille (Anteil) assoziation  infiltration  Anfirbung
1(12) 1 0,08 0 0 4

1T (28) 7 0,25 1 1 3

11T (22) 3 0,13 3 3 2

IV (15) 3 0,2 6 6 3

Gesamt (77) | 14 0,18 10 10 12
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Die fur die Auswertung von TA und TT geeigneten Paraffinschnitte waren dadurch limitiert,
dass das im LK enthaltene Tumorgewebe im jeweiligen Schnitt entweder ohne
tumorspezifische Immunfirbung nicht eindeutig erkennbar oder nicht mehr angeschnitten
war. Kohorte 1 enthielt wegen der sehr geringen Tumorlast keine auswertbaren
Paraffinschnitte (siche Tabelle 50). Die TA iNOS-positiver Zellen fiel in den Kohorten III
und IV sehr gering aus (Score < 1) und in Kohorte II zeigte sich keine TA. Die Unterschiede
waren statistisch nicht signifikant. Die TI war in den Kohorten III und IV ebenfalls gering
(Score < 1) und Kohorte II zeigte keine T1. Die Unterschiede waren aber statistisch nicht
signifikant (siche Abbildung 50). Partiell wurde iNOS auch von Tumorgewebe exprimiert
(siche Abbildung 51).
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Abbildung 50: Mittelwerte der semiquantitativen Scores von TA und TI iNOS-positiver
Zellen in den Kohorten II-IV.
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Abbildung 51: TA, TI und Expression von iNOS. A) Das Priparat mit hoher Tumorlast
zeigte eine geringe zirkulire Tumorassoziation (Score 1). Es zeigte sich eine deutliche
Tumorinfiltration (Score 2) und eine partielle iNOS-Expression durch die Melanomzellen.
B) Das Priparat mit geringer Tumorlast zeigte eine deutliche Expression von iNOS durch

das Melanom.

Der Box-Plot in Abbildung 52 zeigt den Anteil angefirbter iNOS-positiver Zellen an der
Gesamt-Zellanzahl in den Jotspots der Kohorten I-IV. Der Mann-Whitney-U-Test ergab
folgenden signifikanten Unterschied: Die Zellzahl in Kohorte III war signifikant erhéht
gegeniiber Kohorte I (p = 0.045). Mittelwerte und Mediane des Anteils iNOS-positiver
Zellen in den Kohorten I-IV werden in der Tabelle 51 dargestellt.
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Abbildung 52: Anteil iNOS-positiver Zellen an der Gesamt-Zellanzahl in den Kohorten I-
IV.
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Tabelle 51: Mittelwert und Median des Anteils iNOS-positiver Zellen an der Gesamt-
Z.ellanzahl in den Kohotrten I-IV

Kohorte 1 Kohortte IT Kohorte ITI Kohotte IV

Mittelwert + s 0,002 £ 0,007 0,002 £ 0,004 0,003 £ 0,005 0,003 £ 0,003

Median 0,0001 0,001 0,002 0,003

Um zu Gberpriifen, ob ein Anstieg iINOS-positiver Zellen positiv oder negativ mit anderen
Antikérpern des Panels korrelierte, wurde eine Rangkorrelation nach Spearman erstellt.
Dabei ergaben sich die in Tabelle 52 dargestellten statistischen Signifikanzen. Die
Korrelationskoeffizienten waren negativ, sodass ein Anstieg von iNOS demnach mit einer

Verminderung der in der Tabelle aufgefiihrten Antikérper verbunden war.

Tabelle 52: Signifikante Rangkorrelationen nach Spearman von iNOS

CD4 CD80

Kortelationskoeffizient -0,262 -0,253

Signifikanz 0,035 0,037
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3.6 Indolamin 2,3-Dioxygenase

3.6.1 IDO

Abbildung 53: Firbeergebnis IDO mit dem DAKO Autostainer Link 48, hofspot ohne

Tumoranschnitt.

Im Firbeergebnis zeigte sich eine membrandse, zytoplasmatische und nukleare Anfirbung.

Die Farbintensitit des AntikOrpers variierte zwischen schwach, moderat und stark (siche

Abbildung 53). Teilweise waren leichte unspezifische Hintergrundfirbungen ohne Einfluss

auf die Auswertung erkennbar. Insgesamt waren neun Firbungen abgeschwemmt, die

deshalb aus der Auswertung herausgenommen wurden. Bei einem Schnitt zeigte sich keine

Anfirbung.

Tabelle 53: Protokoll des Firbeergebnisses IDO

Kohorte Abgeschwemmte Abgeschwemmte Tumor- Tumor- Keine
(Fallanzahl)  Fille (Anzahl) Fille (Anteil) assoziation  infiltration  Anfirbung
1(12) 0 0 0 0 0

1T (28) 5 0,17 4 4 0

11T (22) 2 0,09 5 5 1

IV (15) 2 0,13 6 6 0

Gesamt (77) | 9 0,12 15 15 1

Die fir die Auswertung von TA und T1 verfiighare Anzahl geeigneter Paraffinschnitte war

gering,, weil das Tumorgewebe oft nicht eindeutig identifizierbar, zu klein oder nicht mehr

angeschnitten war. Kohorte I fiel mangels auswertbarer Schnitte aus der Auswertung heraus.
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Die auswertbaren Paraffinschnitte waren gleichmiBig auf die Kohorten II-IV verteilt (siche
Tabelle 53). Die TA war in den Kohorten II-IV gering (Score < 1), im Mittel allerdings am
héchsten in Kohorte IV. Es gab dem Mann-Whitney-U-Test zufolge keine signifikanten
Unterschiede. Auch die Tumorinfiltration in den Kohorten II-IV war gering, wobei der Wert
ebenfalls in Kohorte IV am hochsten lag. Es zeigten sich keine statistisch signifikanten
Unterschiede (siche Abbildungen 54 und 55). In einem Fall konnte eine moderate IDO-
Expression durch das Tumorgewebe festgestellt werden (siche Abbildung 55).
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Abbildung 54: Mittelwerte der semiquantitativen Scores von TA und TI IDO-positiver
Zellen in den Kohorten II-1V.
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Abbildung 55: TA, TT und Expression von IDO. A) Das Priparat mit hoher Tumorlast
zeigte eine deutliche Tumorassoziation (Score 2) und eine geringe Tumorinfiltration (Score
1). B) Das Praparat mit geringer Tumorlast zeigte eine moderate Expression von IDO durch

die Melanomzellen.

Der Box-Plot in Abbildung 57 zeigt den Anteil angefirbter IDO-positiver Zellen an der
Gesamt-Zellanzahl in den Jotspots der Kohorten I-IV. Der Mann-Whitney-U-Test ergab
folgende signifikanten Unterschiede: Die Zellzahl in den Kohorten I, II und IV war
signifikant erh6ht gegentiber der Kohorte I1I (p = 0.004, p = 0.013, p = 0.000). Die Zellzahl
in Kohorte IV war signifikant erhoht gegeniiber der Kohorte II (p = 0.024). Bei einer
Zusammenfassung der Kohorten I und II war IDO in ihnen signifikant erhoht gegeniiber
der Kohorte III (p = 0.002). Bei einer Zusammenfassung der Kohorten I, IT und IV im
Hinblick auf die Prognose war IDO in ihnen signifikant erh6ht gegentiber der Kohorte 111
(p = 0.000). Mittelwerte und Mediane des Anteils IDO-positiver Zellen der Kohorten I-IV
werden in der Tabelle 54 dargestellt.
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Abbildung 56: Anteil IDO-positiver Zellen an der Gesamt-Zellanzahl in den Kohorten I-IV.
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Tabelle 54: Mittelwert und Median des Anteils IDO-positiver Zellen an der Gesamt-
Z.ellanzahl in den Kohorten I-1V

Kohorte 1 Kohortte IT Kohorte ITI Kohotte IV

Mittelwert + s 0,036 £ 0,058 0,012 £ 0,007 0,007 £ 0,006 0,024 £ 0,016

Median 0,019 0,013 0,005 0,018

Mit einer Spearman-Rangkorrelation sollte uberpriift werden, ob ein Anstieg von IDO
positiv oder negativ mit anderen Antikérpern des Panels korrelierte. Dabei ergaben sich die
in Tabelle 55 aufgefiihrten statistischen Signifikanzen. Die Korrelationskoeffizienten waren
positiv, sodass ein Anstieg von IDO demnach mit einem Anstieg der in der Tabelle

aufgefithrten Antikérper verbunden war.

Tabelle 55: Signifikante Rangkorrelationen nach Spearman von IDO

CDo68 CD20 CD8 Gata3 CD25 CD80 CD40

Korrelationskoeffizient 0377 0280 0268 0482 0289 0243 0,293

Signifikanz 0,001 0,013 0,026 0,000 0,015 0,039 0,011
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4 Diskussion

Die Reaktion des Immunsystems auf das maligne Melanom und seine Metastasen wurde
bereits in zahlreichen wissenschaftlichen Arbeiten und Publikationen untersucht. Dennoch
sind die komplexen immunologischen Prozesse innerhalb des Lymphknotens noch
unverstanden und nicht ausreichend erforscht. Im Rahmen dieser Dissertation wurden
positive SLK in vier unterschiedliche Kohorten eingeteilt, um die Immunreaktion innerhalb
des Lymphknotens genauer zu charakterisieren und in den aktuellen wissenschaftlichen

Konsens einzuordnen.

4.1 Immunzellen der spezifischen und unspezifischen

Immunantwort

Da zytotoxische T-Zellen (ZTL) Tumorzellen direkt ertkennen und eliminieren kénnen, wird
CD8 seit Dekaden in der Melanom-Forschung als Marker eingesetzt. ZTL koénnen
Melanomzellen durch eine MHC-I vermittelte Bindung tumorspezifischer Antigene gezielt
toten (Mahnke et al. 2012). Da viele Melanomzellen MHC-I exprimieren, ist diese
Abwehrmethode potent (Kim und Cantor 2014). Verschiedene Autoren haben die Anzahl
von ZTLs in SLK untersucht. So waren die ZTLs sowohl in positiven als auch in negativen
SLKSs vermindert gegeniiber gesunden LKs (Mansfield et al. 2011; Grotz et al. 2015). Nach
diesen Autoren sprechen diese Ergebnisse dafiir, dass die Tumorzellen nicht nur lokal im
Lymphknoten immunsupprimierend wirken, sondern bereits vor der eigentlichen
Tumorzellinfiltration im Lymphknoten eine Verschiebung in der Richtung eines
immunsuppressiven Milieus stattfindet. Die Einteilung positiver SLKSs in Kohorten anhand
der klinischen Parameter Tumorlast und Prognose fihrte zu keinen signifikanten
Unterschieden bei der Anzahl der in den Lymphknoten vorkommenden ZTLs (siche
Abbildung 5). Es konnte also nicht gezeigt werden, dass eine erhéhte Anzahl von ZTLs im
Lymphknoten mit einer geringen Tumorlast oder mit einer guten Prognose korreliert. Auch
andere Autoren fanden keine Korrelation zwischen der Anzahl der ZTLs im SLK und der
Prognose (Ali et al. 2014; Messaoudene et al. 2015). Es scheint also nicht die Anzahl der
ZTLs im SLK von prognostischer Relevanz zu sein, sondern vielmehr ihr Vermégen, den
Tumor zu infiltrieren. So konnten verschiedene Arbeitsgruppen zeigen, dass eine erhéhte
Infiltration CD8-positiver Lymphozyten im Vergleich mit der jeweiligen Kontrollgruppe mit
einer verbesserten Prognose verbunden ist (Barbour und Coventry 2003; Erdag et al. 2012;
Kakavand et al. 2015). Es konnten in den Kohorten II-IV eine sehr deutliche Assoziation
(Score 2) und eine Infiltration (Score 1) von ZTLs beobachtet werden (siche Abbildung 4).
Deshalb kann diesem Phinomen sicherlich eine immunfunktionelle Bedeutung
zugeschrieben werden. Signifikante Unterschiede hinsichtlich Tumorinfiltration und -

assoziation zwischen den Kohorten konnten allerdings nicht nachgewiesen werden.
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Dabei wurde jedoch nicht berticksichtigt, dass die ZTL-spezifische Tumorsuppression
MHC-I-abhingig ist und mogliche Unterschiede bei der MHC-I-Expression des
Tumorgewebes in den Kohorten I-IV partiell fir Unterschiede bei der Tumorlast und der
Prognose verantwortlich sein kénnten. Aulerdem war die semiquantitative Auswertung der
Kohorten mit geringer Tumorlast limitiert durch den geringen Durchmesser des

Tumoranschnitts, was moglicherweise einen Einfluss auf die Ergebnisse hatte.

CD20 ist ein Antigen, das spezifisch von B-Zellen exprimiert wird. B-Zellen prisentieren
Antigene und bilden sich bei der Aktivierung zu Plasmazellen aus, die dann spezifische
Antikérper herstellen. Deshalb spielen sie eine zentrale Rolle bei der spezifischen
Immunabwehr. In Bezug auf das maligne Melanom zeigte sich beim Vergleich von
Lymphknoten gesunder Patienten und SLKs eine signifikante Erhéhung von CD20 in den
Lymphknoten von Patienten mit malighem Melanom (Grotz et al. 2015). Die Einteilung
positiver SLKSs in die sich hinsichtlich Tumorlast und Prognose unterscheidenden Kohorten
I-IV ergab keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Anzahl CD20-positiver B-
Zellen im Lymphknoten (siche Abbildung 9). Es waren zwar im Vergleich mit den anderen
Farbungen bemerkenswert viele positiv angefiarbte Zellen vorhanden, was aber durchweg in
allen Kohorten auftrat und moglicherweise als Zeichen einer durch die Metastasierung
hervorgerufenen chronischen Entziindung interpretiert werden kann. Es waren auch eine
eindeutige Tumorinfiltration und -assoziation zu beobachten (siche Abbildung 8). Die
Kohorte mit geringer Tumorlast und schlechter Prognose (Kohorte III) zeigte eine
signifikant geringere Infiltration CD20-positiver B-Zellen im Vergleich mit der Kohorte mit
grof3er Tumortlast und guter Prognose (Kohorte IV). Im Unterschied zu den Ergebnissen
von Barbour und Coventry, die zwar ebenfalls in SLKs tumorinfiltrierende B-Zellen fanden,
die aber ohne prognostische Bedeutung waren (Barbour und Coventry 2003), belegen die
vorliegenden Ergebnisse zumindest eine tendenziell positiv prognostische Bedeutung fiir
tumorinfiltrierende B-Zellen. B-Zellen koénnen allerdings vermutlich nicht das
Metastasenwachstum als solches einschrinken. Dennoch konnte der Unterschied in der
Tumorlast von Kohorte IV auch auf ein zeitlich bedingtes und fortgeschrittenes Stadium der

Erkrankung zuriickzufithren sein.

CD56 ist ein spezifisch von natiirlichen Killerzellen exprimiertes Antigen. Die Anzahl der
NK-Zellen war signifikant erhoht in der Patientenkohorte III mit kleiner Tumorlast und
schlechter Prognose im Vergleich mit den Kohorten I, I und IV (siche Abbildung 12). Es
wurde zwar bereits beschrieben, dass sich in SLKs etwa doppelt so viele NK-Zellen
nachweisen lassen wie in gesunden LKs (Ali et al. 2014), aber es wurde bisher nicht
beschrieben, dass gerade die SLKs mit besonders hoher CD56-Expression eine verminderte
Prognose zu haben scheinen. Tumorinfiltration und -assoziation von NK-Zellen konnte
nicht nachgewiesen werden, was sich mit den Ergebnissen anderer Autoren deckt (Barbour
und Coventry 2003; Messaoudene et al. 2014). Die erhéhte Anzahl CD56-positiver NK-
Zellen scheint daher nicht in einem direkten Zusammenhang mit der immunologischen

Tumorbekimpfung zu stehen,
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sondern kann moglicherweise eher sekundidr als Zeichen einer verstirkten
Entziindungsreaktion des Immunsystems auf den aggressiven Tumor interpretiert werden.
Es ist auch moglich , dass besonders aggressive Formen des Melanoms die zytotoxische
Wirkung von NK-Zellen inhibieren bzw. inaktivieren kénnen. Dadurch wiirden dann
weitere NK-Zellen rekrutiert. Weiterhin kann CD56 in die Subtypen dinz und bright unterteilt
werden, die sich in der Zytotoxizitit, der Reifung und dem Vorkommen voneinander
unterscheiden (Ali et al. 2014; Messaoudene et al. 2014). Die Kohorten mit guter Prognose
konnten dann den stark zytotoxischen reifen Subtyp dim exprimieren, der bereits in
tumorinfiltrierten LKs nachgewiesen wurde (Ali et al. 2014). In der Kohorte III kénnten
zwar deutlich mehr NK-Zellen exprimiert werden, allerdings vom weniger effektiven Subtyp
bright, der sich tendenziell eher in gesunden LKs findet. Insgesamt war die Anzahl positiver
Zellen in allen LK aber sehr gering, wodurch die Interpretation der Ergebnisse erschwert

wurde.

CD57 ist primir ein Marker, der mit der Zellreifung CD8-positiver und CD56-positiver
zytotoxischer T-Zellen bzw. natiirlicher Killerzellen in Verbindung gebracht wird. Diese
reifen zytotoxischen T-Zellen bzw. natiirlichen Killerzellen weisen eine hohe zytolytische
Aktivitit auf und sind daher potente antitumorale Effektorzellen (Brenchley et al. 2003;
Bjorkstrom et al. 2010). Der Vergleich zwischen positiven und negativen SLKs zeigte eine
erhohte Expression CD57-positiver Lymphozyten in den Keimzentren positiver SLKSs
(Petrini et al. 2012), was auch beim Vergleich positiver SLLKs mit gesunden LKSs auftrat (Ali
et al. 2014). Die Kohorten II und IV mit guter Prognose, die sich in der Tumotlast deutlich
unterschieden, exprimierten signifikant mehr CD57-positive Zellen als die Patientenkohorte
IIT mit geringer Tumorlast und schlechter Prognose (siche Abbildung 16). Eine erhohte
Anzahl terminal differenzierter zytotoxischer Effektorzellen bzw. NK-Zellen im SLK kann
die Prognose anscheinend positiv durch eine gezielte Erkennung und Zerstérung Melanom-
spezifischer Antigene beeinflussen. In den Kohorten II und IV mit guter Prognose zeigte
sich in einigen Fillen eine schwache Tumorassoziation zirkulir < 25 % (Score 1, siche
Abbildung 15), die signifikant héher war als in Kohorte III. Allerdings war die Fallzahl mit
erkennbarer und auswertbarer Tumormasse in dieser Kohorte sehr gering, weshalb dieser
Trend in weiteren Untersuchungen uberprift werden sollte. Eine recht geringe Anzahl
infiltrierender CD57-positiver Zellen (Score <1 ) war in den Kohorten II, III und IV zu
finden. Entgegen der Erwartung gab es keine Unterschiede zwischen den Kohorten. In der
Literatur finden sich keine Publikationen zu melanom-assoziierten oder -infiltrierten CD57-

positiven Zellen.

CD08 ist der primire Marker fir Makrophagen. Messaoudene et al. konnte bereits
nachweisen, dass CD68 im Vergleich mit negativen SLKs verstirkt in tumorpositiven SLKs
auftrat. Die CDO068-positiven Makrophagen sammelten sich zumeist subkapsulir
(Messaoudene et al. 2015). Auch Grotz et al. stellten fest, dass CDD68 in einem Vergleich mit

gesunden LKs verstirkt in negativen SLLKs vorkamen.
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Daraus wurde abgeleitet, dass das immunologische Mikromilieu des LLKs bereits vor der
Metastasierung durch das Melanom verindert wird (Grotz et al. 2015). Fur die positiven
SLKs konnte in der vorliegenden Arbeit die hochste Konzentration CD68-positiver
Makrophagen in der Patientenkohorte I nachgewiesen werden, die gegentiber der Kohorte
IIT signifikant erhéht war. Auch bei einem Vergleich der Kohorten I, IT und IV mit der
Kohorte III im Hinblick auf die Prognose war die Konzentration CDG68-positiver
Makrophagen signifikant erhoht (siche Abbildung 20). Dadurch wird die Annahme gestiitzt,
dass eine erhohte Anzahl von Makrophagen die Prognose verbessert, weil sie als
Effektorzellen der unspezifischen Immunantwort die Antigene infiltrierender
Melanomzellen detektieren und zerstéren koénnen. Es konnte fur eine Aktivierung der
Makrophagen als eine initiale Antwort auf die Metastasierung im Rahmen der
Entziindungsreaktion auf den Tumor sprechen, worauf bereits Grotz et al. hingewiesen
haben (Grotz et al. 2015), dass die héchste Konzentration in der Patientenkohorte I zu
finden war. In einer Studie zur Charakterisierung tumorinfiltrierender Immunzellen beim
malignen Melanom wurden Makrophagen als vorwiegend infiltrierende Zellen beschrieben
(Barbour und Coventry 2003). Es konnte aber auch eine Eignung zur Tumorassoziation
nachgewiesen werden (Sica et al. 2006), was auch im Rahmen dieser Forschungsarbeit
bestitigt werden konnte. Am deutlichsten waren die Tumorassoziation und -infiltration in
Kohorte IV ausgeprigt mit mittleren Scores von 1,88 und 1,63 (siche Abbildung 19). Ein

signifikanter Unterschied gegeniiber den Kohorten II und III war nicht vorhanden.

CD1a ist als Marker fir dendritische Zellen, die als wichtigste antigen-prasentierende Zellen
der unspezifischen Immunantwort zuzuschreiben sind (Steinman 2003), von zentraler
Bedeutung. Es wurde daher bereits von verschiedenen Autoren untersucht, ob sich die
Konzentration dendritischer Zellen in SLKs und NSLKs voneinander unterscheiden. Die
Ergebnisse waren dabei teilweise widersprichlich. Eine Forschungsgruppe konnte eine
signifikante Verminderung der CDla-Konzentration in SLKs nachweisen (Cochran et al.
2001), wihrend eine andere eine signifikant erhéhte Konzentration in SLKs beschrieb
(Botella-Estrada et al. 2005). In der vorliegenden Arbeit zeigte die Patientenkohorte I die
héchste Konzentration dendritischer Zellen und die Patientenkohorte IV zeigte die
niedrigste. Der Unterschied zwischen den beiden Kohorten war signifikant. Die Kohorten
II und III hatten ebenfalls eine hohere Konzentration, wobei dieser Unterschied aber nicht
signifikant war (siche Abbildung 24). Dendritische Zellen scheinen also prognostisch nicht
ausschlaggebend zu sein, man kann aber annehmen, dass ihnen eine Rolle beim Zurtickhalten
der Tumorlast zukommt. Die verminderte Zellanzahl bei héherer Tumorlast kénnte aber
auch darauf verweisen, dass der Tumor die dendritischen Zellen verdringt oder zerstort, was
dadurch gestiitzt wird, dass sie kaum im Tumor zu finden waren. Die dendritischen Zellen
koénnten aber auch im zeitlichen Verlauf der Krankheit aus dem LK emigrieren, wenn man
annimmt, dass eine hohe Tumorlast bei der Lymphknotenentnahme auf einen spiteren
therapeutischen Eingriff und damit auf ein fortgeschrittenes Stadium zurtickzufthren ist.

Tumorassoziation und -infiltration konnten kaum festgestellt werden.
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Abgesehen von der Assoziation in Kohorte II (Score 1,25) lag der mittlere Score unter 1. Es
ergaben sich auch keine signifikanten Unterschiede zwischen den Kohorten II-IV. Dies
deckt sich mit den Ergebnissen anderen Autoren, die zwar dendritische Zellen zahlreich im
Lymphknoten fanden, von denen aber nur sehr wenige in den Tumor infiltrierten (Barbour
und Coventry 2003). In einem Fall wurde CD1a durch das Tumorgewebe exprimiert, was
bisher zwar von anderen Tumoren bekannt ist, wie Magenkrebs und Urothelkarzinom
(proteinatlas.org), aber beim Melanom bisher noch nicht beschrieben wurde (siche
Abbildung 23). Es ist aber auch mdglich, dass es sich in diesem Fall um eine tiberbordende

Melaninbildung handelte, die eine Immunfirbung suggerierte.

CD138 ist als Marker fiir Plasmazellen in der immunpathologischen Diagnostik sehr wichtig.
Uber die Bedeutung von Plasmazellen in positiven oder negativen SLLKs beim malignen
Melanom finden sich in der Literatur allerdings kaum Daten. Es wurde zwar bereits die
prognostische Bedeutung tumorinfiltrierender Plasmazellen sowohl bei primiren
Melanomen (Bosisio et al. 2016) als auch bei Melanommetastasen in Lymphknoten (Erdag
et al. 2012) untersucht, aber die Unterschiede im Milieu positiver oder negativer SLKs oder
NSLKSs wurden bisher noch nicht untersucht. Auch wenn man annehmen kénnte, dass eine
erhohte Anzahl von melanom-spezifischen und Antikorper bildenden Plasmazellen mit einer
besseren Prognose verbunden sein sollte, ergaben die vorliegenden Ergebnisse keine
Korrelationen innerhalb der Kohorten (siche Abbildung 28). Die Ergebnisse zeigten keine
tumorinfiltrierenden Plasmazellen in den Kohorten 11 und I1I, aber in der Kohorte IV traten
Tumorassoziation und Tumorinfiltration mit einem mittleren Score von je > 1 auf. Dieser
Unterschied war signifikant. Eine hohere Tumordicke korrelierte demnach mit der Anzahl
infiltrierender und assoziierter Plasmazellen. Andere Autoren fanden diese Korrelation auch
beim primiren Melanom und leiteten daraus ab, dass eine hohe Anzahl infiltrierender
Plasmazellen mit einer schlechten Prognose korreliert (Bosisio et al. 2016). Diese Annahme
kann man hinsichtlich der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zumindest anzweifeln, da
diese Korrelation auch bei Patienten mit guter Prognose auftrat. Eine erhohte
Plasmazellinfiltration spricht zwar dafiir, dass der Tumor aktiv vom Immunsystem erkannt
und bekampft wird, und man kann auch annehmen, dass die Plasmazellen tumorspezifische
Antikérper bilden. Dennoch ist die prognostische Bedeutung eher schwach, da auch die
Kohorte II ohne deutliche Plasmazellbeteiligung eine gute Prognose aufwies.

MCT dient als Marker fiir Mastzellen. Mastzellen zeichnen sich vor allem durch die
Freisetzung einer Vielzahl unterschiedlicher Chemokine, Zytokine und Enzyme aus, weshalb
sie eine komplexe Rolle im Immunsystem spielen. So wirken Mastzellen bei der Aktivierung
durch Degranulation antitumoral, indem sie proinflammatorisch werden und Zellen der
spezifischen und unspezifischen Immunantwort rekrutieren, wie B- und T-Zellen,
Makrophagen und neutrophile Granulozyten. Sie férdern aber durch die Freisetzung von
Wachstumsfaktoren und Matrix-Metalloproteasen auch das Tumorwachstum und die
Metastasierung (Komi und Redegeld 2019). Ein Vergleich der Mastzellanzahl bei positiven
vs. negativen SLKs bzw. SLKs vs. NSLKs ist in der Literatur nicht zu finden.
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Die Analyse positiver SLKs anhand von vier Kohorten in der vorliegenden Arbeit konnte
den grofiten Anteil von Mastzellen im LK bei Patienten mit geringer Tumorlast und guter
Prognose nachweisen (Kohorte II). Diese Kohorte enthielt signifikant mehr Mastzellen im
LK als die Kohorten IIT und IV mit geringer Tumorlast und schlechter Prognose und hoher
Tumorlast und guter Prognose (siche Abbildung 32). Man kann daher annehmen, dass bei
erhohter Mastzellanzahl im LK die Rekrutierung weiterer Immunzellen erfolgt, was sich
dann positiv in der Prognose widerspiegelt (Vergleich Kohorte II und III). Allerdings war
auch die Prognose in Kohorte IV gut, bei der signifikant weniger Mastzellen auftraten.
Wegen der divergenten Eigenschaften von Mastzellen scheint die Kausalitit hier also nicht
so einfach zu sein, dass man dem linearen Anstieg der Zellanzahl eine direkte prognostische
Aussagekraft zuordnen kénnte. Ahnliches gilt fiir die Héhe der Tumorlast. Eine weitere
Moglichkeit besteht darin, dass die verminderte Anzahl in Kohorte IV dadurch zu erkliren
ist, dass bei einer hohen Tumorlast die Mastzellen bereits degranuliert vorliegen, sodass man
hier von sogenannten empty phantom cells sprechen kann (Siiskonen et al. 2015). Aullerdem
wurde dariiber berichtet, dass die Mastzellzahl in Abhingigkeit vom Ort der
Gewebeentnahme variiert (Weber et al. 2003), was auch fur die untersuchten LKs relevant
sein konnte. Die Tumorassoziation von Mastzellen war kaum ausgeprigt. Auch die
Tumorinfiltration war in den Kohorten II-IV schwach mit einem mittleren Score von < 1
(siehe Abbildung 31). Bei beiden Vorgingen ergaben sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Kohorten II-IV. Bisher gibt es keine Publikationen zur Mastzellinfiltration bei
Melanommetastasen und Studien an Primidrmelanomen fihrten zu  kontroversen
Ergebnissen: So zeigte sich einerseits eine Korrelation zwischen Tumorinfiltration,
Tumorprogression und Gefilidichte, aber andererseits auch eine Korrelation zwischen

Tumorinfiltration und positivem Krankheitsverlauf (Ladanyi 2015).

4.2 TH2-polarisierte T-Helferzellen

T-Helferzellen sind von zentraler Bedeutung fir das Immunsystem, weil sie nach der
Antigenprisentation durch Makrophagen oder dendritische Zellen spezifische Antigene des
Melanoms erkennen kénnen, was zu einer Aktivierung, Proliferation, Differenzierung und
zur Ausschiittung von Zytokinen fihrt. Auch die Aktivierung von B-Zellen zu antikorper-
produzierenden Plasmazellen ist eine wichtige Funktion von T-Helferzellen. Dabei wird die
Bindung durch die Rezeptoren MHC-2 und CD4 vermittelt, wobei der letztere in der
Immunhistochemie als spezifischer Marker fur T-Helferzellen verwendet wird. T-
Helferzellen kommen unterschiedlich polarisiert vor und abhangig von ihrer Polaritit haben
sie differente Funktionen. Einer dieser Subtypen ist der TH2-Subtyp, der wegen seines
spezifischen Zytokin-Profils, das chronische Entziindungen begtnstigt, im Verdacht steht,
die Tumorprogression und die Metastasierung zu fordern. Als spezifischer Marker fir den
TH2-Subtyp dient der Transkriptionsfaktor GATA3.
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Der Vergleich zwischen SLKs und gesunden LKs fihrte zu keinen Unterschieden bei der
CD4-Konzentration, es ergab sich allerdings eine Verschiebung in der Richtung eines TH2-
Ungleichgewichts im SLK durch eine TH1-Suppression (Grotz et al. 2015). Auch der
Vergleich zwischen positiven und negativen SLKs fihrte zu keiner signifikanten
Abweichung CD4-positiver Zellen (Mansfield et al. 2011). Beim charakterisierenden
Vergleich positiver SLKs ergab sich in der vorliegenden Arbeit die héchste Konzentration
von T-Helferzellen in der Patientenkohorte I, die eine sehr geringe Tumotlast und sehr gute
Prognose aufwies. Interessanterweise war der Unterschied gegentiber der Patientenkohorte
IT am groBten und auch statistisch signifikant. Ebenfalls am héchsten in der Kohorte I war
die Konzentration GATA3-positiver Zellen. Hier war der Unterschied gegeniiber der
Kohorte III am groBten, direkt gefolgt von der Kohorte II, wobei beide Unterschiede
statistisch signifikant waren. Diese Ergebnisse sind sehr interessant, da die Patienten in
Kohorte I eine auflergewohnlich gute Prognose hatten. Fur die sehr geringe Tumorlast kann
es verschiedene Griinde geben. Zum einen kann sie Ausdruck einer frithen Erkennung und
chirurgischen Therapie sein, sodass das immunologische Profil in dieser Kohorte also eine
Momentaufnahme eines frithen Stadiums der Metastasierung sein kann. Zum anderen aber
kénnte man sie auch auf eine erfolgreiche immunologische Abwehr und mdéglicherweise
sogar auf eine lokale Regression zurtickfithren. Die zweite These wird durch Untersuchungen
von Tefany et al. unterstiitzt, die die immunologischen Prozesse von regressiven und nicht-
regressiven Primdrmelanomen analysiert haben. Dabei kamen sie zum Schluss, dass die
tumorinfiltrierenden CD4+-Zellen signifikant mit einer Tumorregression assoziiert sind
(Tefany et al. 1991). In der vorliegenden Arbeit konnte zwar kein Unterschied bei der
Tumorinfiltration von T-Helferzellen in den Kohorten festgestellt werden. Dies lag aber
vorwiegend an den sehr kleinen Metastasen, die in der Immunfirbung nicht mehr erkennbar
oder nicht mehr angeschnitten waren. Es ldsst sich zumindest vermuten, dass eine ErhShung
der Konzentration von T-Helferzellen im Lymphknoten auch mit einer erhdhten
Tumorinfiltration verbunden ist. Die Befidhigung von T-Helferzellen zur Tumorinfiltration
konnte in der vorliegenden Arbeit (siche Abbildung 39) und in anderen Arbeiten
nachgewiesen werden (Barbour und Coventry 2003). Wenn man die Resultate in Kohorte I
als eine zeitliche Momentaufnahme im Sinne einer frihen Lymphknotenentnahme deutet,
dann kann man daraus ableiten, dass die Konzentration von T-Helferzellen im zeitlichen
Verlauf des malignen Prozesses abnimmt. Mdglicherweise exprimiert hier der gréBer
werdende Tumor aktiv supprimierende Zytokine oder er aktiviert supprimierende
Immunzellen, wie z. B. regulatorische T-Zellen (Viguier et al. 2004). Die hohe Konzentration
GATA3-positiver Zellen in Kohorte I wirkt auf den ersten Blick irritierend, da er als Marker
fir den tumorprogressiven TH2-Subtyp gerade in der Kohorte mit der besten Prognose am
stirksten exprimiert wurde. Da diese Zellen aber auch CD4 exprimieren, kann man
annehmen, dass diese Signifikanz durch die allgemein erhohte Konzentration von T-
Helferzellen in Kohorte I zu erkliren ist. Dafiir spricht auch die positive Rangkorrelation
nach Spearman zwischen CD4 und GATA3.
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Fir zukinftige Forschungen und eine weitere Charakterisierung der SLKs wire es sinnvoll,
neben CD4 und GATA3 auch den Marker T-bet zu untersuchen, der spezifisch fir den
TH1-Subtyp ist. Durch das Verhaltnis zwischen GATA3 und T-bet konnte man genauere
Rickschliisse auf das tumorprogressive oder tumorsuppressive Mikromilieu innerhalb der
Kohorten ziehen. Weiterhin sollte auch ein genauerer Fokus auf CD4 gerichtet werden, da
dieses Antigen auch von Subtypen der T-Helferzellen exprimiert werden kann, wie z. B. den
immunsuppressiven regulatorischen T-Zellen (Chen und Oppenheim 2011) und den
aktivierten NK-Zellen (Bernstein et al. 2006). Die Tumorassoziation und -infiltration beim
metastasierten Melanom wurden bereits von anderen Forschungsgruppen untersucht. Sie
korrelierten mit einem prognostisch positiven Krankheitsverlauf (Barbour und Coventry
2003; Kakavand et al. 2015; Ladoire et al. 20106). Auch in dieser Arbeit konnte zwar bei CD4
und bei GATA3 Tumorassoziation und -infiltration nachgewiesen werden (siche
Abbildungen 35 und 39), aber ohne signifikante Unterschiede zwischen den Kohorten. Das
Ergebnis war allerdings limitiert durch die hohe Anzahl zur Bewertung ungeeigneter Schnitte

innerhalb der Kohorten mit geringen Tumoranteilen im LK (Kohorten I-III).

4.3 Kostimulatorische Molekiile antigen-prisentierender Zellen

Bei CD40 und CD80 handelt es sich um kostimulatorische Molekiile, die auf antigen-
prisentierenden Zellen exprimiert werden, wie B-Zellen, Makrophagen und dendritischen
Zellen. Besonders bei dendritischen Zellen fungieren CD40 und CDS80 als ein
kostimulierendes Signal fur die Zellaktivierung, wobei beide Rezeptoren wihrend der
Reifung hochreguliert werden und so eine antitumorale Immunantwort verstirken kénnen.
Die Liganden beider Rezeptoren werden von T-Zellen exprimiert und lauten CD40L fir
CDA40, sowie CD28 und CTLA-4 fir CD80 (Kooten und Banchereau 1997). Ein Vergleich
zwischen SLKs und NSLKSs bei den gleichen Patienten zeigte eine signifikant verminderte
Expression von CD40 und CD80 im SLK (Essner und Kojima 2002). Im Widerspruch dazu
ergab sich bei Mansfield et al. eine erhohte Expression von CD40 bei einem Vergleich
zwischen positiven und negativen SLKs mit gesunden LKs (Mansfield et al. 2011). Eine
weitere Studie stiitzt die Vermutung, dass das Fehlen von CD80 zu einer verminderten
Immuniiberwachung fithrt und so die Prognose beeintrichtigt (Denfeld et al. 1995). Die
Einteilung positiver SLKs in vier unterschiedliche Kohorten fiithrte zu keinen signifikanten
Unterschieden (siche Abbildungen 44 und 48). Bei CD40 konnte eine deutliche
Tumorassoziation in den Kohorten II-IV festgestellt werden, wobei in Kohorte IV der
mittlere Score mit 1,57 am héchsten war. Die Tumorinfiltration CD40-positiver Zellen und
die TA und TT CD80-positiver Zellen fielen in allen Kohorten schwach aus (Score < 1). Die
Unterschiede zwischen den Kohorten waren nicht signifikant. Eine Expression von CD40
und CD80 durch das Melanom, wie sie bereits von anderen Autoren nachgewiesen wurde
(Hersey et al. 1994; Thomas et al. 1996), konnte immunhistochemisch nicht festgestellt

werden.
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Die immunhistologische Untersuchung konnte auch nicht zeigen, dass kostimulatorische
Molekiile einen signifikanten Einfluss auf die Prognose oder die Tumorlast bei Patienten mit
metastasierten Melanomen haben. Es konnten auch keine anderen prognostischen
Riickschlisse nur anhand des Ausmal3es von assoziierenden und infiltrierenden CD40- und
CD80-positiven Zellen abgeleitet werden. Dennoch belegt die klinische Etablierung des
CTLA-4-Blockers Ipilimumab im Rahmen der Immuntherapie zur Behandlung von
metastasierten Melanomen den Einfluss von CD80 auf die tumorspezifische Immunabwehr
(Pardoll 2012). Bisweilen wurde auch beschrieben, dass eine erthShte Expression von CD40
mit einer erh6hten Expression von CD80 verbunden ist (Nakajima et al. 1998). Dies konnte
in der vorliegenden Arbeit mit einer Rangkorrelation nach Spearman bestitigt werden (siche
Tabelle 46 und 49). AuBerdem ergab sich eine positive Rangkorrelation mit B-Zellen (CD40
und CD80) und Makrophagen (CD40), mit dendritischen Zellen konnte entgegen der

Erwartung keine Korrelation nachgewiesen werden.

4.4 Induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase

Stickstoffmonoxid (NO) ist ein sehr kleines und bioaktives Molekil, das von der
Stickstoffmonoxid-Synthase (NO-Synthase; NOS) gebildet wird. Es gibt verschiedene
Isoformen der NOS, von grofler immunologischer Bedeutung ist vor allem die sogenannte
induzierbare NO-Synthase (INOS), die von T-Zellen, Makrophagen und reifen dendritischen
Zellen exprimiert werden kann. Die Induktion von iNOS erfolgt vorwiegend durch Zytokine
und es reguliert durch die Bildung von NO und die damit verbundene Nitrierung die
Differenzierung und Funktion von Immunzellen. iNOS zeigt multiple Wirkweisen in
Abhingigkeit von der zugrundeliegenden Krankheit (Bogdan et al. 2000). Es wurde zwar
dartber berichtet, dass eine hohe Konzentration von NO zytotoxisch auf Tumorzellen wirkt,
aber die kontinuierliche und intrazellulire Produktion geringer Mengen von NO intrazellulir
wirkt sich auch progressiv auf das Tumorwachstum aus, indem dadurch anti-apoptotische
Effekte bei Melanomzellen induziert werden, was dann die Prognose beeintrichtigen kann
(Salvucci et al. 2001; Tang und Grimm 2004). Dariiber hinaus wird iNOS auch von
Melanomen exprimiert, wobei die Expression mit der Tumorprogression korreliert, weshalb
es ein unabhingiger prognostischer Marker fiir das Ubetrleben von Patienten mit
metastasiertem Melanom ist (Massi et al. 2001; Johansson et al. 2009). Durch die Einteilung
von Patienten mit positiven SLKSs in die vier vordefinierten Kohorten und die anschlieSende
mikroskopische Untersuchung der iNOS-Expression konnte nachgewiesen werden, dass in
allen Kohorten iNOS exprimiert wurde. Dabei fiel auf, dass nur bei 64 % der LKs in Kohorte
IiNOS exprimiert wurde, wihrend der immunhistochemische Nachweis in Kohorte I1I bei
90 % der LKs positiv ausfiel. Ebenso war die Konzentration von iNOS-positiven
Immunzellen in Kohorte III gegeniiber Kohorte I signifikant erh6ht (siche Abbildung 52).

Diese beiden Kohorten unterschieden sich auch eklatant in der Prognose.
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Wie es bei anderen Autoren bereits beschrieben wurde, scheint sich eine vermehrte
Expression von iNOS also negativ auf die Prognose auszuwirken (Ekmekcioglu et al. 2003;
Johansson et al. 2009; Ekmekcioglu et al. 2016). Wahrend die genannten Autoren vor allem
die iINOS-Expression des Tumorgewebes in den Fokus genommen haben, wurde in der
vorliegenden Arbeit ein Vergleich der Konzentration iNOS-exprimierender Immunzellen
im LK ohne eine Einbeziechung von Tumorgewebe als solches durchgefithrt. Dennoch ist
das Ergebnis interessant, weil es die Vermutung nahelegt, dass die Melanomzellen bei
aggressivem Krankheitsverlauf eine erhéhte Expression von iNOS in T-Zellen,
Makrophagen und reifen dendritischen Zellen induzieren, was sich im LK wiederum
immunsupprimierend auswitkt und wodurch die Tumorprogression und das
Metastasierungspotenzial weiter erthoht werden. In Fillen mit hoher Tumorlast zeigte sich
mitunter eine deutliche Expression von iNOS durch das Melanom. Es infiltrierten aber auch
einzelne iNOS-exprimierende Immunzellen das Tumorgewebe (siche Abbildung 51).
Insgesamt waren allerdings die Assoziation und die Infiltration iNOS-positiver Zellen mit
einem Score von < 1 sehr gering. Die Kohorte II zeigte weder Infiltration noch Assoziation.
Anhand der vorliegenden Ergebnisse kann man also nicht von einer prognostischen
Wertigkeit der TA und TI iNOS-positiver Zellen ausgehen.

4.5 Indolamin-2,3-Dioxygenase

Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) ist ein Enzym, das L-Tryptophan in N-Formylkynurenin
umwandelt und in sehr vielen Geweben gebildet wird. Funktionell wirksam ist es bei der
Bildung einer miitterlichen Immuntoleranz gegentiber dem Fétus (Munn et al. 1998) und bei
der Bildung einer Immuntoleranz gegentiber korpereigenen Antigenen (Grohmann et al.
2003), wobei es immunologisch supprimierend wirkt. Exprimierende Immunzellen kénnen
Makrophagen und dendritische Zellen sein, wobei durch die Expression von IDO die
antigen-priasentierenden Eigenschaften eingeschrinkt werden (Munn et al. 1999; Hwu et al.
2000). Einige Autoren konnten bereits nachweisen, dass IDO auch von Melanomzellen
exprimiert wird. Daraus wurde die Hypothese abgeleitet, dass der Tumor die
immunologischen Figenschaften von IDO nutzt, um eine Immuntoleranz aufzubauen und
so einer antitumoralen Immunantwort zu entkommen (Prendergast et al. 2009). Die
Expression von IDO korrelierte dabei im SLK mit der Anzahl FoxP3-exprimierender
regulatorischer T-Zellen und daher auch mit einer schlechteren Prognose (Lee et al. 2003;
Brody et al. 2009). Auch in der vorliegenden Arbeit zeigte sich die Expression von IDO
durch Melanomzellen in einigen Schnitten (siche Abbildung 55), wobei allerdings kein
Zusammenhang mit der Prognose hergestellt werden konnte. Der Vergleich zwischen
positiven und negativen SLKSs fihrte zu einer erhéhten IDO Expression bei Patienten mit
positiven SLKs (Ryan et al. 2014). Die immunhistochemische Untersuchung von IDO in
positiven SLKs im Rahmen der vorliegenden Arbeit lieferte den héchsten Anteil IDO-

positiver Immunzellen in den Kohorten I und IV und den geringsten in der Kohorte III
(siche Abbildung 50).
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Bei den ausgewerteten Zellen handelte es sich um Makrophagen und dendritische Zellen,
Melanomzellen gingen nicht in die Bewertung ein, da das Tumorgewebe in vielen
Paraffinschnitten nicht mehr angeschnitten oder abgeschwemmt war. Entgegen der
Erwartung, dass IDO als immunsupprimierendes Effektormolekiil wirkt, kam es gegentiber
den anderen drei Kohorten mit guter Prognose signifikant vermindert in der Kohorte ITI mit
schlechter Prognose vor. Dieses scheinbare Paradoxon kénnte man méglicherweise auf die
allgemein geringe Anzahl antigen-prisentierender Zellen in dieser Kohorte zuriickfithren,
weil dadurch auch die Anzahl IDO-exprimierender antigen-prisentierender Zellen
vermindert wire. Unterstiitzt wird diese These durch die positive Rangkorrelation nach
Spearman zwischen IDO und CDG68-positiven Makrophagen. Ebenfalls bemerkenswert ist
die hohe IDO-Konzentration in der Kohorte I. Ein moglicher Grund kénnte eine durch
Melanomzellen induzierte ethohte Expression von IDO auf antigen-prisentierenden Zellen
oder eine Rekrutierung aus dem umliegenden Gewebe in der frithen Phase der
Tumorentstehung als Vorbereitung auf die Metastasierung sein. Eine andere Autorengruppe
konnte zeigen, dass die IDO-Expression im SLK mit der Tumorlast korreliert (Lee et al.
2011). Es ergab sich zwar auch in der vorliegenden Arbeit eine hohe Expression in der
Kohorte I, der Vergleich zwischen den Kohorten II und III mit kleiner Tumorlast und
Kohorte IV mit groBBer Tumorlast fithrte aber zu einer signifikant erhéhten Expression in
Kohorte IV. Dadurch wird die Annahme bestitigt, dass eine erhéhte Tumorlast mit einer
erhohten Expression von IDO verbunden ist. Bei der Auswertung wurde auch die
anatomische Lage der entnommenen LKs nicht beriicksichtigt. Von einer Autorengruppe
wurde allerdings berichtet, dass IDO im Tierversuch in juguliren LKSs signifikant hiufiger
exprimiert wird als in axilliren LK (Dai und Zhu 2010). Dies sollte daher in nachfolgenden
Untersuchungen zu diesem Thema in die Auswertung einbezogen werden. Es konnten zwar
in den Kohorten II-IV eine geringe Assoziation und Infiltration von IDO-exprimierenden
Zellen in das Tumorgewebe nachgewiesen werden (siche Abbildung 54), dabei konnten
allerdings keine signifikanten Unterschiede zwischen den Kohorten festgestellt werden.
Deshalb kann auch fir TA und TI IDO-positiver Zellen keine valide Aussage tiber die
prognostische Wertigkeit getroffen werden.

4.6 Beurteilung der wissenschaftlichen Methodik

Die mikroskopischen Untersuchungen wurden an in Formalin fixierten und in Paraffin
eingebetteten Geweben (FFPE) durchgefiihrt, die sich sehr gut fir immunhistochemische
Untersuchungen eignen, da durch das schnelle Einbetten die Unversehrtheit der Antigene
bewahrt wird. AuBlerdem bleibt die Morphologie des Gewebes besser erhalten als bspw. bei
Gefrierschnitten. FFPE lassen sich gut lagern und lang aufbewahren. Nachteile sind die
kanzerogene Wirkung von Formalin und das cross-linking von Antigenen, also eine Blockade
der Antigene durch chemische Reaktionen. Es kann allerdings durch Hitze, chemisch oder

enzymatisch im Sinne eines antigen retrieval rickgingig gemacht werden.
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Die Auswahl der Kohorten diente der Charakterisierung positiver SLKs im Hinblick auf
immunologische Prozesse zur Bekimpfung des Tumors. Fur zukiinftige Untersuchungen
wire ein Vergleich mit negativen SLKs oder gesunden LK sinnvoll, um die immunologischen
Verinderungen der quantitativ bestimmten Zellanzahl zwischen krankem und gesundem LK
bestimmen und mit der vorhandenen Literatur vergleichen zu konnen. Fir weitere
Erkenntnisse kénnte man auch eine fiinfte Kohorte mit einer hohen Tumorlast und einer
schlechten Prognose etablieren um sie mit den bereits definierten und analysierten Kohorten
zu vergleichen. So konnte man moglicherweise prognostisch wichtige immunologische
Unterschiede erkennen und weitere Einblicke hinsichtlich des Verstindnisses der

immunologischen Tumorbekimpfung erhalten.

Wegen der hohen Anzahl der verschiedenen getesteten Antikorper konnten abgeschwemmte
oder zerstorte Schnitte nicht wiederholt und auch bei der Auswertung nicht berticksichtigt
werden, sodass die Fallzahlen bei den einzelnen Immunfirbungen leicht variieren. Die
Paraffinblécke waren jedoch in diesen Fillen bereits so ausgedinnt, dass keine weiteren

Schnitte gewonnen werden konnten.

Die quantitative Auswertung der Zellanzahl mit Hilfe des Programms Image] wurde
ausgewihlt, um ein genaues quantitatives Messverfahren zu erreichen, ohne die Zellen in den
einzelnen Schnitten manuell zu zihlen. Die Methode ist reproduzierbar und die Ergebnisse
variieren nur marginal beim Vergleich zwischen unterschiedlichen Untersuchern. Dennoch
gibt es leichte vom Untersucher abhingige Differenzen bei der optimalen Einstellung der
Parameter. Fir eine noch hohere Sensitivitit und die Erfassung ganzer Lymphknoten wire
es fir die Zukunft hilfreich, ein Programm oder einen Algorithmus auf einer Grundlage der
in diesem Programm verwendeten Parameter zu schreiben, um die Auswertung zu

erleichtern und zu automatisieren.

Die Auswahl der Immunfirbungen fiir diese Arbeit war bereits sehr umfangreich, aber eine
Erweiterung des Panels fir nachfolgende Untersuchungen ist dennoch zu empfehlen. So
sollte neben dem spezifischen Marker fiir TH2-polarisierte T-Helferzellen GATA3 auch der
spezifische Marker fir TH1-polarisierte T-Helferzellen T-bet in spitere Untersuchungen
einbezogen werden. Ebenso interessant ist neben IDO die Expression von FoxP3, der
spezifisch fiir regulatorische T-Zellen ist. Aullerdem gibt es bei Zellen wie T-Helferzellen
(CD4) und DZ (CD1a) teilweise Subtypen, die zwar die gleichen immunhistochemisch
wichtigen Antigene tragen, sich aber in ihrer immunologischen Funktion stark voneinander
unterscheiden (Bernstein et al. 2006; van de Ven etal. 2011; Kim und Cantor 2014). Bei einer
genaueren Untersuchung sollten Unterschiede innerhalb der Kohorten im Hinblick auf den

genauen Phinotyp dieser Subtypen und deren Verteilung analysiert werden.

Die Auswertung von Tumorassoziation und -infiltration war in den Kohorten mit kleiner
Tumormasse zum einen eingeschrinkt, da die Anteile des Lymphknotens mit tumorhaltigem
Gewebe nicht mehr angeschnitten waren. Zum anderen war jedoch das Tumorgewebe oft

so klein, dass man es ohne tumorspezifische Anfirbung nicht klar erkennen konnte.
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Fir zukiinftige Analysen von Lymphknoten, auch mit kleiner Tumormasse, wiirde sich ein
Verfahren eignen, das die Firbung von Tumorgewebe und spezifischen Immunzellen
ermoglicht. Es existieren bereits Verfahren, die es ermdéglichen, einen Paraffinschnitt nach
der Farbung zu digitalisieren, die Fiarbung dann zu entfernen und anschlieBend denselben
Schnitt mit einer zweiten Firbung zu versehen. Durch dieses Verfahren ist es moglich, zwei
oder mehr Immunfirbungen digital tbereinander zu legen. Mit diesem Verfahren kénnte
man die Melanomzellen auch bei geringer Tumormasse eindeutig identifizieren und

assoziierende oder infiltrierende Zellen besser erkennen.

Die quantitative Analyse anhand mehrerer Jofspofs ist in der Pathologie ein gingiges
Verfahren. Genauer und fur weitere Studien auf diesem Gebiet interessant ist eine
vollstindige Analyse eines Lymphknotenpraparates. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
wurden die hozspots unabhingig von der Mikroanatomie des Lymphknotens ausgewihlt. Die
Auswertung eines kompletten Schnittes kénnte allerdings moglicherweise loko-regionale
Unterschiede der Immunzellverteilung innerhalb des Lymphknotens in den einzelnen
Kohorten zeigen. So konnten bereits verschiedene Autoren Unterschiede bei der Expression
unterschiedlicher Immunzellmarker in Abhingigkeit von der Makro- oder Mikroanatomie

des Lymphknotens nachweisen (Cochran et al. 1987; Messaoudene et al. 2015).



5 Zusammenfassung 88

5 Zusammenfassung

Die Aufgabenstellung bestand darin, SLK von Patienten mit metastasiertem Melanom, die
sich in der Tumorlast und im klinischem Verlauf voneinander unterscheiden, im Hinblick
auf immunologische Unterschiede zu untersuchen und zu charakterisieren. Zu diesem
Zweck wurden archivierte Paraffinblocke aufbereitet und anhand eines umfangreichen
Antikérper-Panels zu unterschiedlichen Zellpopulationen immunhistochemisch angefirbt.
In den SLK wurde untersucht, ob die angefirbten Immunzellen mit dem Tumorgewebe
interagieren, was als eine immunologische Reaktion auf den Tumor gewertet wurde. Hier
wurden dann die Tumorassoziation und Tumorinfiltration anhand semiquantitativer Scores
ausgewertet. Zusditzlich erfolgte eine Untersuchung des immunologischen Mikromilieus in
den Lymphknoten anhand einer quantitativen Methode. Im Anschluss daran erfolgten die
Entblindung und der Vergleich der Kohorten. Diese gliederten sich in Kohorte I mit ,,zx-situ-
Metastasen® und sehr guter Prognose, Kohorte II mit geringer Tumorlast und guter
Prognose, Kohorte III mit geringer Tumorlast und schlechter Prognose sowie Kohorte IV

mit hoher Tumorlast und guter Prognose.

Tumorassoziation und Tumorinfiltration waren bei den meisten untersuchten
Zellpopulationen teilweise nur sehr schwach ausgeprigt (CID56, CD80), teilweise aber auch
deutlich (CD8, CD20). Eine signifikant stirkere Tumorassoziation zeigte sich bei den
Plasmazellen (CD138) in Kohorte IV gegeniiber den Kohorten II und III sowie bei
seneszenten zytotoxischen T-Zellen und NK-Zellen (CD57) in Kohorte II und IV
gegentber Kohorte III. Die Tumorinfiltration von B-Zellen (CD20) und Plasmazellen
(CD138) in Kohorte IV war signifikant erh6ht gegeniiber Kohorte III. Eine prognostische
Wertigkeit von assoziierenden und infiltrierenden B-Zellen, Plasmazellen und seneszenten
zytotoxischen T-Zellen und NK-Zellen ist demnach denkbar. Die Ergebnisse zeigen zwar
wegen der geringen Fallzahl eine Streubreite, sie geben aber einen Trend an, der in

nachfolgenden Untersuchungen bestitigt werden sollte.

Die Konzentration immunologischer Zellpopulationen variierte teilweise deutlich in den
Lymphknoten der Kohorten. Sehr interessant war eine signifikant erhéhte Anzahl von T-
Helferzellen (CD4) und TH-2-Zellen (GATA3) in Kohorte I gegentiber Kohorte 11, was fiir
eine erhéhte Immunabwehr in der frithen Phase der lymphogenen Metastasierung sprechen
konnte. Eine Erhohung der immunregulatorischen TH-2-Zellen scheint auf den ersten Blick
paradox, hier sollte allerdings in folgenden Untersuchungen das Verhiltnis zu den TH-1-
Zellen bestimmt und ein Vergleich gezogen werden. Weiterhin zeigte sich eine signifikant
erhohte Konzentration von Makrophagen (CD68) in Kohorte I gegentiber Kohorte I11. Hier
scheint eine prognostische Wertigkeit zu bestehen. Ebenfalls interessant war eine signifikante
Erhéhung IDO-positiver antigen-prisentierender Zellen in den Kohorten I und IV
gegeniiber Kohorte III.

Die IDO-Expression des Tumorgewebes ist nach der aktuellen Literatur ein verlasslicher

Faktor fiir eine ungiinstigere Prognose, aber die Expression von IDO in immunologischen
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Zellpopulationen scheint eine kontrire prognostische Wertigkeit aufzuweisen, wobei
moglicherweise die antitumoralen Eigenschaften der exprimierenden Zellen tberwiegen.
iINOS zeigte sich signifikant erhéht in Kohorte III gegeniiber Kohorte I, was die Annahme
einer beeintrichtigten Prognose bei einer erhohten iNOS-Expression unterstreicht.
Ebenfalls interessant war die signifikant erh6hte Konzentration von NK-Zellen (CD56) in
Kohorte 11T gegentber den Kohorten I, IT und IV. Diese Ergebnisse sind allerdings volatil
wegen der geringen Expression von CD56. Die prognostische Bedeutung von CD57, die
sich bereits bei der Tumorassoziation gezeigt hat, bestitigte sich auch im Mikromilieu des
Lymphknotens. Hier wiesen die Kohorten II und IV eine signifikante Erh6hung gegentiber
Kohorte III auf.

SchlieBlich konnte auch die Expression von CD1la, iNOS und IDO durch den Tumor
nachgewiesen werden. Die Tumorexpression von iNOS und IDO wurde bereits hinreichend
belegt. Die Tumorexpression von CD1a, die méglicherweise ein Mechanismus des Tumors
ist, der Immuniiberwachung zu entkommen, wurde bisher in der Literatur allerdings nicht
beschrieben. Die Anzahl der exprimierenden SLK war allerdings zu gering, um

prognostische Aussagen daraus ableiten zu kénnen.
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